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ABREVIATURAS
Además de las unidades y abreviaturas aceptadas por el Sistema Internacional de Medidas (SI)
 
(http://physics.nist.gov/cuu/Units/index.html) y la International Union of Pure and Applied
 
Chemistry (IUPAC) (http://old.iupac.org/publications/epub/index.html#nt), en esta tesis se han
 
utilizado las siguientes abreviaturas:
 
A, absorbancia.
 
Alum: hidróxido de aluminio (Alhydrogel).
 
AMP, ampicilina.
 
AMX, amoxicilina
 
ATCC, Colección Americana de Cultivos Tipo.
 
BSA, seroalbúmina bovina.
 
C4BP, proteína de unión al factor C4b del complemento.
 
CBD, dominio de unión a colina.
 
CBP, proteína de unión a colina.
 
CBR, secuencia repetida con capacidad de unión a colina.
 
CDC, citolisinas dependientes de colesterol.
 
CLSI, Instituto de Estándares del Laboratorio Clínico.
 
CLSM, microscopía de barrido láser confocal.
 
CMI, concentración mínima inhibitoria.
 
CPS, cápsula neumocócica o polisacárido capsular.
 
CRP, proteína C-reactiva.
 
CTX, cefotaxima.
 
CW_7, repetición de unión a sustrato de Cpl-7.
 
DAMP, patrones moleculares asociados a la lesión.
 
DEAE, dietilaminoetanol (o dietilaminoetil-).
 
DO, densidad óptica.
 
Doc, desoxicolato sódico.
 
ELISA, ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas.
 
ENI, enfermedad neumocócica invasiva.
 
FAM-SE, 5,6-carboxifluoresceína, succidinimil éster.
 
fH, factor H del sistema del complemento.
 
fI, factor I del sistema del complemento.
 
FITC, isotiocianato de fluoresceína.
 
HBSS, tampón salino de Hank.
 
IN, intranasal.
 
ISCIII: Instituto de Salud Carlos III
 
IP, intraperitoneal.
 
IPTG, isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido.
 
IRF, índice relativo de fluorescencia.
 
LP, lipoproteína.
 
LTA, ácido(s) lipoteicoico(s).
 
MAC, complejo de ataque a membrana del sistema del complemento.
 
MBL, lectina de unión a manosa.
 
  
   
  
  
 
  
 
 
  
 
  
 
 
  
  
   
 
 
 
 
 
 
 
  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
MDL, mínima dosis letal
 
NAM-amidasa, N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa.
 
NIH, Instituto Nacional de la Salud de EE.UU.
 
NLR, receptor tipo NOD.
 
OMS, Organización Mundial de la Salud.
 
Opt, optoquina.
 
PAF, factor de activación plaquetaria.
 
PAFR, receptor del factor activador de plaquetas
 
PAGE, electroforesis en gel(es) de poliacrilamida.
 
PAMP, patrón molecular asociado a microorganismos patógenos.
 
PCho, fosforilcolina.
 
PCV7/10/13, vacuna neumocócica conjugada 7-, 10- o 13-valente.
 
PEN, penicilina.
 
PFA, paraformaldehído.
 
PlgR, receptor de las inmunoglobulinas poliméricas.
 
PPSV14/23, vacuna neumocócica polisacarídica 14- o 23-valente.
 
PRR, receptores de reconocimiento de patrones.
 
R
, resistente.
 
SAP, componente amiloide del suero.
 
SBF, suero bovino fetal.
 
SDS, dodecilsulfato sódico.
 
SGM, estreptococos del grupo mitis.
 
SP, tampón fosfato sódico 20 mM; ajustado a pH 6.9.
 
TA, ácido(s) teicoico(s).
 
Tampón TE, tampón Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM.
 
THY, Todd Hewitt con extracto de levadura
 
TLR, rceptor tipo Toll.
 
UFC, unidades formadoras de colonias.
 
VAN, vancomicina.
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SUMMARY
Introduction: Streptococcus pneumoniae is one of the leading etiologic agents of community­
acquired pneumonia, sepsis and bacterial meningitis particularly affecting children and elderly
adults (Koedel et al., 2002; van der Poll y Opal, 2009). More than 25% of the 57 million annual
deaths worldwide are estimated to be directly related to infectious diseases. Particularly,
respiratory infections are responsible of the death of 4 million people every year. According to
World Health Organization (WHO) estimates of sepsis or pneumonia in neonates and
pneumonia in older children accounted for 29% of the 10.6 million yearly deaths in children
younger than 5 years (10% and 19%, respectively), being Streptococcus pneumoniae the most
common cause of severe pneumonia among children in developing countries as well as in
children and adults in Europe and the United States (O'Brien et al., 2009). Overall, the mortality
rate of pneumococcal infections is higher than that originated by any other pathogenic bacteria. 
As a consequence, WHO and organizations such as the Wellcome Trust and the Bill & Melinda 
Gates Foundation consider the pneumococcal disease as a global burden. 
Prevention of invasive pneumococcal disease (IPD) is one of the leading priorities in public
health due to the high morbidity and mortality rates worldwide, especially in children in 
developing countries (O'Brien et al., 2009). Immunization is a safe and highly efficient approach
for preventing IPD. Activation of complement cascades by specific antibodies, leads to the 
formation of the key component C3b that is crucial in host defence against pneumococcus by
coating the microorganism and stimulating phagocytosis. Current prophylactic measures
against pneumococcal infection are based on polysaccharide-containing vaccines that may be 
conjugated to a carrier protein in order to elicit protection in children (O'Brien y Levine, 2006).
However, one of the major disadvantages of these polysaccharide vaccines is the extensive 
variability among the pneumococcal population with up to 96 different capsular polysaccharides
(CPS) described to date (Park et al., 2015). An additional limitation is that capsular switching
appeared after the introduction of pneumococcal conjugate vaccines (PCVs), which results in a
serious concern because these strains may emerge by avoiding vaccine-induced immunity due
to acquisition of capsula genes from non-vaccine serotypes (Aguinagalde et al., 2015;
Brueggemann et al., 2007; Golubchik et al., 2012). To circumvent these problems, efforts are
being made to investigate S. pneumoniae protein-based candidate vaccines that may protect
against different serotypes. One of the major goals of this Thesis was to characterize the cell
wall hydrolase LytB of S. pneumoniae as a potential vaccine candidate. LytB is located at sites
close to the polar ends of the cell and is surface exposed. This enzyme has N­
acetylglucosaminidase activity and plays an essential role in daughter cell separation (De las
Rivas et al., 2002; García et al., 1999). 
In terms of pathogenesis, LytB participates in biofilm formation, attachment to human epithelial
cells and contributes to sepsis and pneumonia by increasing the ability of LytC to avoid
complement-mediated immunity and phagocytosis (Bai et al., 2014; Moscoso et al., 2006;
Ramos-Sevillano et al., 2011). From the prophylactic perspective, LytB might be a promising
target for the development of a universal pneumococcal vaccine because an anti-LytB
antiserum significantly protected mice from a lethal challenge with different pneumococcal
strains (Wizemann et al., 2001).
Despite appropriate antibiotic treatment, IPD is associated to high rates of morbidity and 
mortality worldwide. A major threat to fight IPD is the appearance of strains resistant to high
levels of different antibiotic. In cases where the invading pathogen displays multidrug
resistance, antimicrobial concentrations in serum may be insufficient and, therefore, the
outcome of the infection will largely depend on the interaction between bacterial virulence 
factors and host immune mechanisms. 
Asymptomatic carriage is the prerequisite of all these infections and is more frequently
associated to early childhood (Bogaert et al., 2004). Successful colonization of the upper
respiratory tract is critical for horizontal spread and may lead to the progression of the infection
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process being invasive pneumococcal disease (IPD) the most severe clinical manifestation
(Bogaert et al., 2004; O'Brien et al., 2009) .In addition, microbial colonization of the lower 
respiratory tract is associated to chronic obstructive pulmonary disease (COPD), in which
exacerbations and airway inflammation are important aspects related to persistent 
pneumococcal infections within these patients (Park et al., 2015). Antimicrobial treatment using 
purified phage-encoded lysins (also known as enzybiotics) is an alternative to current antibiotics
to clear bacterial infections as lysins kill susceptible bacteria by breaking specific peptidoglycan
bonds and, thus, triggering osmotic lysis (Hermoso et al., 2007; Pastagia et al., 2013). This kind
of therapy has been shown to be effective against a wide variety of pneumococcal infections
and has the advantage of marked specificity for its bacterial target (Grandgirard et al., 2008; 
Hermoso et al., 2007; Jado et al., 2003; Pastagia et al., 2013; Witzenrath et al., 2009). 
In this Thesis, we have investigated the ability of three lysins termed Cpl-1, Cpl-7S and Cpl-711
(Díez-Martínez et al., 2015) to reduce the colonization by S. pneumoniae using human epithelial
cell lines and a mouse model of nasopharyngeal colonization. The therapeutic use of
enzybiotics against chronic bacterial infections affecting the respiratory tract is relatively
unexplored. Nasopharyngeal carriage by S. pneumoniae is essential for the pathogenesis
process because is a prerequisite for invasive disease (Kadioglu et al., 2008). Strategies based
on the clearance of S. pneumoniae from the nasopharynx, especially in children, are promising
alternatives because they may prevent the progression of the infection (Bogaert et al., 2004). In 
COPD patients, S. pneumoniae is one of the most frequent pathogens causing acute
exacerbations and recurrent pneumonia episodes (Sethi y Murphy, 2008). From the clinical
perspective, this situation is even worse as persistent pneumococcal isolates from COPD
patients are frequently antibiotic-resistant which might compromise the outcome of the infection
(Domenech et al., 2011; Pérez-Trallero et al., 2011). As phage lysins kill bacteria very rapidly, 
just in contact, the use of these lytic enzymes may reduce bacterial attachment to epithelial cells
of the upper and lower respiratory tracts. This antimicrobial approach might be a potential
strategy to diminish the colonization process and even to clear persistent bacteria in chronic
respiratory infections.
Principal findings: In this study, we have characterized the immunological responses and the 
protective effect of the cell wall hydrolase LytB as a promising pneumococcal protein vaccine.
LytB, despite showing certain polymorphism in the number of choline-binding repeats, is a well­
conserved protein among S. pneumoniae clinical isolates. Sequence analysis of the LytB
glucosaminidase from the two clinical isolates of this study were compared to LytBD39 and
LytBTIGR4. Our results show that the LytB of the clinical isolate of serotype 3 lacks two choline­
binding repeats compared to the LytB of strains 48 (serotype 23F) and D39 (serotype 2). 
However, the LytB of strains 48 and D39 are very similar. Immunization was performed using
alhydrogel as adjuvant or with LytB mixed with alhydrogel since this adjuvant has been
approved for human use in studies evaluating pneumococcal proteins. Vaccination with LytB
induced a strong IgG response of different subclasses including IgG1, IgG2a, IgG2b, and IgG3. 
This is important because some of these subtypes of IgGs are elicited by current human
vaccine formulations such as the 23-valent pneumococcal polysaccharide vaccine (PPSV) and 
PCVs. In this regard, the antibody response conferred by PPSV is predominantly of the IgG2 
subclass. The magnitude of the serotype-specific IgG response to PCVs varies by serotype,
vaccine formulation and age. In adults, PCVs induce primarily an IgG2 response whereas in
children the predominant response is of the IgG1 subclass. The specific IgG subclass
generated is relevant from the functional perspective as IgG1 and IgG3 antibodies fix
complement and bind Fc receptors more efficiently than IgG2. Immunization with LytB induced
high levels of these immunoglobulins suggesting that antibodies to this protein might activate
complement-mediated phagocytosis. In this sense, differences in the expression of Ig isotypes
between human and mice have been previously reported and direct correlation between 
subtypes within classes in these species are difficult to make because they are not directly
equivalent. However, despite the difficulty in comparing the findings derived from studies of 
murine Ig responses to humans, these studies can be useful in the characterization of novel
protein antigens for vaccine development by increasing the understanding of protective immune 
mechanisms against pneumococcal infection.
ii
 
  
      
       
         
         
      
        
     
      
        
      
         
          
      
       
           
       
     
     
      
  
         
      
          
         
         
     
        
        
     
          
        
        
      
             
        
         
   
        
     
        
 
          
         
      
        
        
           
     
        
         
        
      
        
      
       
Experiments exploring complement activation on the surface of two different clinical isolates
demonstrated that antibodies to LytB increased the recognition by C1q and C3b demonstrating
that vaccination with LytB triggers classical pathway activation. This is critical in terms of 
pneumococcal infection as this pathway has been shown to be vital for complement activation
to S. pneumoniae in humans and mice. Host defense against pneumococcus depends on
opsonophagocytosis with neutrophils the important players in the immune response, as
neutropenia is highly associated to increased susceptibility to pneumococcal infection. In this 
study, using a cell line differentiated into neutrophils, we show that immunization with LytB
increased complement-mediated phagocytosis confirming that antibodies to LytB activate the
phagocytosis process against S. pneumoniae. Generation of an IgG3 response by LytB
immunization may be relevant against systemic infection as this immunoglobulin is highly
protective against a fatal pneumococcal infection. An additional explanation for the increased
complement-dependent phagocytosis mediated by antibodies to LytB is due to morphological
changes they induce in bacteria. This is important because LytB is essential for cellular 
separation at the end of cell division as pneumococcal strains lacking LytB form long chains
instead of typical diplococci. This is relevant because chain formation in S. pneumoniae via
antibody-mediated agglutination has been shown to be important to enhance complement­
mediated recognition and phagocytosis. Our results show that antibodies to LytB increased 
bacterial size inducing chaining, which is compatible with enhanced susceptibility to 
complement-mediated phagocytosis and impaired virulence.
The protective role of LytB was explored in murine models of sepsis and pneumonia.
Vaccination with LytB protected against pneumococcal sepsis and invasive pneumonia caused
by clinical isolates of serotypes 3 or 23F. Hence, the presence of antibodies to LytB controlled
bacterial replication in the bloodstream reducing the severity of the infection process in both
serotypes. This is relevant from the prophylactic perspective of serotype 3 strains as IPD cases
due to this serotype have not decreased after the introduction of the current PCVs. 
Furthermore, lack of clinical efficacy against serotype 3 isolates following PCV administration
has been associated to impaired immune response and the abundance of CPS produced by
these strains. In addition, the relative failure of protection induced by current PCV-13 against 
serotype 3 isolates has been recently linked to the release of type 3 CPS by these isolates
interfering with antibody-mediated killing and protection by anti-CPS antibodies. In this sense,
our study shows that immunization with LytB increased complement-mediated phagocytosis
and bacterial clearance in the systemic circulation, protecting against pneumococcal sepsis and
pneumonia caused by a serotype 3 strain. The results of this Thesis suggest that LytB is a
promising vaccine candidate to be considered perhaps in a combined cocktail with other 
antigens, as combinations of pneumococcal proteins can provide additive or synergistic effects
that may be beneficial. Alternatively, the use of LytB as a carrier protein for type 3 CPS might be
a prophylactic strategy to increase the immunogenicity against this serotype as combinations of 
pneumococcal proteins conjugated to CPS included in PCVs are being evaluated. Overall, our 
study confirms the potential benefit of LytB as a protein vaccine antigen against pneumococcal
pneumonia and invasive disease.
The use of purified bacteriophage-encoded lytic enzymes is an alternative therapeutic strategy
for the prevention and control of diseases caused by Gram-positive bacteria including S. 
pneumoniae. In the current study we have investigated the antimicrobial activity of three 
enzybiotics against multidrug resistant (MDR) pneumococcal strains colonizing the upper and 
lower respiratory tract. As nasopharyngeal colonization by pneumococcus is a critical event in
the pathogenesis process as it is a prerequisite for developing IPD, the use of certain antibiotics
to reduce or even eliminate nasopharyngeal carriage has been proposed, although the long­
term use of this prophylactic strategy might contribute to an increased carriage of non-
susceptible pneumococcal isolates. One of the major advantages of using phage lysins resides
in the high degree of specificity of these compounds, the effectivity against MDR pathogens, 
their low toxicity, and the low probability of resistance development. Our study shows that Cpl-1 
and Cpl-711, the latter in a higher extent, are promising enzybiotics to reduce the
nasopharyngeal carriage caused by antibiotic-susceptible and non-susceptible pneumococci. 
Clearance of the pneumococcal carrier state might be beneficial for certain groups at risk of 
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suffering recurrent IPD episodes. The results of the present study show that local administration
of enzybiotics successfully kills the bacteria attached to nasopharyngeal cells being effective in
the reduction of colonization, which might be very important from a prophylactic perspective. In 
terms of chronic respiratory infections, patients with COPD are at high risk of developing
recurrent IPD. The importance of pneumococcal infection affecting patients with chronic medical
conditions resides in the difficulty of clearing persistent pneumococcal strains from their lower
respiratory tract. In this sense, it would be reasonable that, in a future work and following an
approach similar to that of conventional inhalers for human use, administration of Cpl-1 or Cpl­
711 by the intranasal route could effectively decrease the attachment of S. pneumoniae to 
human lung epithelial cells. This hypothetical therapeutic approach might be useful for the
outcome of the infection in patients suffering recurrent pneumonia episodes associated to
COPD or other chronic respiratory conditions in which S. pneumoniae is one of the major
etiologic agents. Overall, our study suggests the potential benefit of Cpl-1 and Cpl-711 as
antimicrobial agents against pneumococcal infections affecting the respiratory tract. This is in
agreement with previous observations showing that phage therapy may be an attractive 
strategy to fight pulmonary infections. As Cpl-1 and Cpl-711 were the most effective bactericidal
lytic enzymes against pneumococcal infections associated to cell surfaces, they might be
promising candidates against airway colonization caused by clinical isolates of S. pneumoniae.
This antimicrobial alternative may also be useful to reduce the spread of MDR strains and avoid 
the transmission between children who are the main carrier of S. pneumoniae. Furthermore, the
use of these enzymes might be important to abolish persistent and recurrent pneumococcal
respiratory infections affecting patients with chronic underlying diseases. Finally, combination of
a non-protective dose of Cpl-711 and cefotaxime was administered against pneumococcal
sepsis caused by a MDR strain. Our results confirmed that the efficacy of this combination was
higher in comparison to the individual treatments, increasing the clearance of S. pneumoniae
from the bloodstream and the survival rates.
Conclusions: In this Thesis is shown that immunization with LytB is immunogenic and enhances
complement-mediated immunity and phagocytosis of different serotypes of S. pneumoniae. In
addition, antibodies against LytB increase bacterial chain length affecting the bacterial
morphology and the recognition by the host immune response. As a consequence, vaccination 
using LytB increases bacterial clearance and induces protection against pneumococcal sepsis
and invasive pneumonia.
The results of the present Thesis also show that local administration of enzybiotics is a
promising therapeutic strategy to kill the bacteria attached to human epithelial cells being
effective in the reduction of colonization, which might be very important from a prophylactic
perspective. Furthermore, combination of sub-therapeutic doses of the lytic enzyme Cpl-711
and cefotaxime was very effective against pneumococcal sepsis caused by a MDR strain, and
showed a synergistic effect clearing the bacteria from the systemic circulation.
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RESUMEN
INTRODUCCIÓN: Streptococcus pneumoniae es uno de los principales agentes etiológicos
causantes de neumonía adquirida en la comunidad y enfermedades más severas, como sepsis
y meningitis bacteriana, que afectan principalmente a la población infantil y a los mayores de 65
años (Koedel et al., 2002; van der Poll y Opal, 2009). Se estima que más del 25% de los 57
millones de muertes anuales en todo el mundo, están directamente relacionadas con las
enfermedades infecciosas. En concreto, las infecciones respiratorias son responsables de la
muerte de 4 millones de personas cada año. Según la organización mundial de la Salud (OMS)
la prevalencia de sepsis o neumonía en neonatos, así como de neumonía en niños algo
mayores representan el 29% de las 10.6 millones de muertes anuales registradas en niños
menores de 5 años (10% y 19%, respectivamente), siendo Streptococcus pneumoniae la causa 
más común de neumonía severa en niños y adultos en Europa y Estados Unidos (O'Brien et al., 
2009). En general, la tasa de infecciones neumocócicas es mayor que la causada por cualquier
otra bacteria patogénica. Como consecuencia, la OMS y las organizaciones como Wellcome 
Trust y Bill & Melinda Gates Foundation consideran las enfermedades neumocócicas como un
problema mundial. La prevención de la enfermedad neumocócica invasiva (ENI) es una de las
prioridades en salud pública debido a las altas tasas mundiales de morbilidad y mortalidad, 
especialmente en niños en países en vías de desarrollo (O'Brien et al., 2009). La inmunización
es una propuesta segura y altamente eficiente para prevenir ENI. La activación de las cascadas
del complemento por anticuerpos específicos conduce a la formación del componente clave 
C3b, el cual juega un papel crucial en la defensa del hospedador frente a neumococo,
recubriendo los microorganismos y estimulando la fagocitosis. Actualmente, con el fin de
obtener protección frente a los niños, las medidas profilácticas frente a la infección
neumocócica están basadas en vacunas que contienen polisacáridos capsulares que pueden
estar conjugadas con proteínas transportadoras (O'Brien y Levine, 2006). Sin embargo, una de
las mayores desventajas de estas vacunas polisacarídica se debe a la amplia variabilidad
neumocócica, con hasta 96 diferentes polisacáridos capsulares (CPS) descritos hasta la fecha
(Park et al., 2015). Una limitación adicional es el intercambio capsular que se ha observado tras
la introducción de las vacunas neumocócicas conjugadas (PCVs), lo cual resulta preocupante
dado que estas cepas pueden emerger evitando la inmunidad inducida por la vacunación
debido a la adquisición de genes capsulares de serotipos no vacunales (Aguinagalde et al., 
2015; Brueggemann et al., 2007; Golubchik et al., 2012). Para evitar estos problemas, los
esfuerzos en investigación se centran en nuevas proteínas de S. pneumoniae candidatas a
vacunas, que puede proteger frente a los diferentes serotipos existentes. Uno de los objetivos
principales de esta Tesis ha sido caracterizar la hidrolasa de la pared celular LytB de S. 
pneumoniae como potencial candidata a vacuna. LytB se localiza en sitios cercanos a los
extremos polares y está expuesta a la superficie. Esta enzima tiene actividad N­
acetilglucosaminidasa y desempeña un papel esencial en la separación de células hijas (De las
Rivas et al., 2002; García et al., 1999). 
En términos de patogénesis, LytB participa en la formación de biofilm, unión de células
epiteliales humanas y contribuye a la sepsis y neumonía, incrementando la capacidad de LytC 
para evitar la inmunidad mediada por el complemento y fagocitosis (Bai et al., 2014; Moscoso
et al., 2006; Ramos-Sevillano et al., 2011). Desde la perspectiva profiláctica, LytB puede ser
una diana prometedora para desarrollar una vacuna universal antineumocócica dado que el
antisuero anti-LytB protege significativamente a ratones tras ser infectados con dosis letales de
diferentes serotipos de neumococo (Wizemann et al., 2001)
A pesar de un tratamiento antibiótico adecuado, la ENI se asocia con altas tasas de morbilidad
y mortalidad en todo el mundo. Una amenaza importante para luchar contra la ENI es la 
aparición de cepas con altos niveles de resistencia frente a diferentes antibióticos. En los casos
en que el patógeno muestra resistencia a múltiples fármacos, las concentraciones
antimicrobianas en el suero pueden ser insuficientes y, por lo tanto, el resultado de la infección
dependerá en gran medida de la interacción entre los factores de virulencia bacteriana y los
mecanismos inmunes del hospedador.
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El transporte asintomático es el prerrequisito de todas estas infecciones y es más
frecuentemente asociado a la primera infancia (Bogaert et al., 2004). La colonización exitosa 
del tracto respiratorio superior es fundamental para la transmisión horizontal y puede conducir a
la progresión del proceso de infección, siendo la enfermedad neumocócica invasiva (ENI) la
manifestación clínica más grave (Bogaert et al., 2004; O'Brien et al., 2009). Además, la 
colonización microbiana del tracto respiratorio inferior está asociada con la enfermedad
pulmonar obstructiva crónica (EPOC), en la que las exacerbaciones y la inflamación de las vías
respiratorias son aspectos importantes relacionados con las infecciones neumocócicas
persistentes que sufren estos pacientes (Park et al., 2015). El tratamiento antimicrobiano con
lisinas purificadas codificadas por fagos (también conocidas como enzibióticos) es una
alternativa a los antibióticos actuales para eliminar las infecciones bacterianas a medida que
las lisinas matan a las bacterias susceptibles rompiendo enlaces específicos del peptidoglicano 
y produciendo, así, la lisis osmótica (Hermoso et al., 2007; Pastagia et al., 2013). Este tipo de
terapia ha demostrado ser eficaz frente a una amplia variedad de infecciones neumocócicas y
tiene la ventaja de una especificidad determinada para su objetivo bacteriano (Grandgirard et 
al., 2008; Pastagia et al., 2013; Witzenrath et al., 2009). 
En esta Tesis Doctoral hemos investigado la habilidad de 3 lisinas denominadas Cpl-1, Cpl-7S
y Cpl-711 (Díez-Martínez et al., 2015) para reducir la colonización por S. pneumoniae usando
células epiteliales humanas y modelos murinos de colonización nasofaríngea. El uso
terapéutico de los enzibióticos frente a infecciones bacterianas crónicas que afectan el tracto
respiratorio está relativamente inexplorado. La carga nasofaríngea por S. pneumoniae es
esencial para el proceso de patogénesis por ser un prerrequisito en la ENI (Kadioglu et al., 
2008). Las estrategias basadas en la eliminación de S. pneumoniae desde la nasofaringe,
especialmente en niños, son una alternativa prometedora ya que puedes prevenir la progresión 
de la infección (Bogaert et al., 2004). En pacientes con EPOC, S. pneumoniae es uno de los
patógenos más frecuentes causantes de los procesos de exacerbaciones agudas y episodios
recurrentes de neumonía (Sethi y Murphy, 2008). Desde una perspectiva clínica esta situación
es incluso peor, dado que los aislados persistentes de neumococos en los pacientes con EPOC 
son frecuentemente resistentes a los antibióticos empleados, lo cual puede comprometer el
resultado de la infección (Domenech et al., 2011; Pérez-Trallero et al., 2011). El hecho que las
lisinas fágicas sean capaces de destruir muy rápido a las bacterias, tan solo con el contacto,
hace que el uso de estas enzimas líticas pueda reducir la unión de neumococo a las células
epiteliales del tracto respiratorio superior e inferior. Este enfoque antimicrobiano puede ser una
estrategia de interés para disminuir la progresión e incluso eliminar bacterias persistentes en
infecciones respiratorias crónicas.
PRINCIPALES CONCLUSIONES: En este estudio hemos caracterizado las respuestas
inmunológicas y el efecto protector de la hidrolasa de la pared celular LytB como una 
prometedora vacuna antineumocócica. LytB, a pesar de mostrar cierto polimorfismo en el
número repeticiones de los dominios de unión a colina, es una proteína bien conservada entre
los aislados clínicos de S. pneumoniae. El análisis genético de la glucosaminidasa LytB de los
dos aislamientos clínicos empleados en este estudio, se compararon a las secuencias de
LytBD39 y LytBTIGR4. Nuestros resultados muestran que la LytB del aislado clínico
perteneciente al serotipo 3 carece de dos repeticiones de unión a la colina en comparación a la
LytB de las cepas 48 (serotipo 23F) y D39 (serotipo 2). Sin embargo, la LytB de las cepas 48 y
D39 son muy similares. La inmunización se realizó utilizando Alhydrogel® como adyuvante o
LytB mezclado con Alhydrogel® ya que este adyuvante ha sido aprobado para uso humano en
estudios que evalúan las proteínas neumocócicas. La vacunación con LytB indujo una
respuesta IgG de diferentes subclases incluyendo IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 así como IgA. 
Esto es importante porque algunos de estos subtipos de IgG son obtenidos por las actuales
vacunas humanas tales como la vacuna de polisacarídica neumocócica 23-valente (PPSV) y
las PCVs. En este sentido, la respuesta de anticuerpos conferida por PPSV es
predominantemente de la subclase de IgG2. La magnitud de la respuesta IgG específica de
serotipo frente a PCVs varía según el serotipo, la formulación de la vacuna y la edad. En 
adultos, PCV induce principalmente una respuesta de IgG2 mientras que en los niños la 
respuesta predominante es de la subclase IgG1. La subclase específica de IgG generada es
viii
 
  
        
       
           
     
           
         
      
          
          
      
 
          
         
           
        
        
       
         
 
  
         
        
       
    
      
         
        
       
          
     
   
           
      
          
       
         
         
      
        
    
         
           
       
  
      
      
            
      
       
          
    
      
      
 
relevante desde la perspectiva funcional ya que los anticuerpos IgG1 e IgG3 fijan el
complemento y enlazan los receptores Fc más eficientemente que IgG2. La inmunización con
LytB indujo altos niveles de estas inmunoglobulinas sugiriendo que los anticuerpos a esta
proteína podrían activar la fagocitosis mediada por el complemento. En este sentido, se han 
descrito previamente diferencias en la expresión de isotipos de Ig entre humanos y ratones y la
correlación directa entre subtipos dentro de clases en estas especies es difícil de hacer porque 
no son directamente equivalentes. Sin embargo, a pesar de la dificultad de comparar los
hallazgos derivados de estudios de respuestas de Ig murina a humanos, estos estudios pueden
ser útiles en la caracterización de nuevos antígenos proteicos para el desarrollo de vacunas
aumentando la comprensión de mecanismos inmunes protectores contra la infección
neumocócica. 
Los experimentos basados en el estudio de la activación del complemento en la superficie de
dos aislados clínicos diferentes demostraron que los anticuerpos frente a LytB aumentan el
reconocimiento por C1q y C3b, demostrando que la vacunación con LytB desencadena la
activación de la vía clásica del complemento. Esto es crítico en términos de infección
neumocócica ya que esta vía ha demostrado ser vital para la activación del complemento por
S. pneumoniae en humanos y ratones. La defensa del huésped contra neumococo depende de
la opsonofagocitosis con neutrófilos, ya que son esenciales en la respuesta inmune y la
neutropenia está altamente asociada a una mayor susceptibilidad a la infección neumocócica. 
En este estudio, usando una línea celular diferenciada en neutrófilos, mostramos que la 
inmunización con LytB aumentó la fagocitosis mediada por el complemento, confirmando que 
los anticuerpos anti-LytB activan el proceso de fagocitosis frente a S. pneumoniae. La
generación de una respuesta de IgG3 por inmunización con LytB puede ser relevante frente a 
la infección sistémica, ya que esta inmunoglobulina es altamente protectora frente a una 
infección neumocócica. Una explicación adicional podría deberse a los cambios morfológicos
que inducen los anticuerpos en las bacterias. Esto es importante porque LytB es esencial para 
la separación celular al final de la división celular, ya que las cepas neumocócicas que carecen 
de LytB forman cadenas largas en lugar de la morfología típica de diplococos. Nuestros
resultados muestran que los anticuerpos frente a LytB aumentan el tamaño bacteriano
induciendo el encadenamiento, que es compatible con la susceptibilidad aumentada a la 
fagocitosis mediada por el complemento.
El papel protector de LytB se exploró en modelos murinos de sepsis y neumonía. La
vacunación con LytB protegió frente a la sepsis y neumonía invasiva causada por aislados
clínicos de los serotipos 3 o 23F. Por lo tanto, la presencia de anticuerpos frente a LytB
controló la replicación bacteriana en el torrente sanguíneo reduciendo la gravedad del proceso 
de infección en ambos serotipos. Esto es relevante desde el punto de vista profiláctico frente a 
cepas del serotipo 3 ya que los casos de ENI debidos a este serotipo no han disminuido
después de la introducción de las PCV actuales. Además, la falta de eficacia clínica frente a
aislados de serotipo 3 después de la administración de PCV se ha asociado a una respuesta 
inmune alterada y a la abundancia de polisacárido capsular producido por estas cepas.
Además, el fracaso relativo de la protección inducida por la PCV-13 actual, frente a aislados de
serotipo 3, ha sido recientemente relacionado con la liberación de CPS de tipo 3 por estos
aislados, que interfieren con la muerte mediada por anticuerpos y la protección por anticuerpos
anti-CPS. En este sentido, nuestro estudio muestra que la inmunización con LytB incrementa la 
fagocitosis mediada por el complemento, así como la eliminación bacteriana en el sistema 
circulatorio, protegiendo frente a la sepsis neumocócica y la neumonía causada por una cepa
del serotipo 3. Los resultados de esta Tesis sugieren que LytB es una prometedora candidata a
vacuna que podría ser empleada sola o bien en un cóctel de manera combinada con otros
antígenos, ya que las combinaciones de proteínas neumocócicas pueden proporcionar efectos
aditivos o sinérgicos que pueden ser beneficiosos. Alternativamente, el uso de LytB como
proteína portadora de CPS de tipo 3 podría ser una estrategia profiláctica para aumentar la
inmunogenicidad frente a este serotipo. En general, nuestro estudio confirma el beneficio
potencial de LytB como antígeno de proteína para vacunas contra la neumonía neumocócica y
la enfermedad invasiva.
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El uso de enzimas líticas codificadas por bacteriófagos, es una estrategia terapéutica
alternativa para la prevención y el control de enfermedades causadas por bacterias Gram­
positivas incluyendo S. pneumoniae. En el presente estudio, se ha investigado la actividad
antimicrobiana de tres enzibióticos frente a cepas de neumococos resistentes a múltiples
fármacos (MDR) que colonizan el tracto respiratorio superior e inferior. Como la colonización de 
la nasofaringe por neumococo es un punto crítico en el proceso de patogénesis, por ser un
requisito previo para el desarrollo de la ENI, se ha propuesto el uso de ciertos antibióticos para 
reducir o incluso eliminar el transporte en la nasofaringe, aunque el uso a largo plazo de esta 
estrategia profiláctica podría contribuir a un aumento del transporte de cepas neumocócicas no
susceptibles. Una de las principales ventajas del uso de lisinas de fago reside en el alto grado
de especificidad de estos compuestos, la efectividad frente a patógenos MDR, su baja toxicidad
y la baja probabilidad de desarrollo de resistencia. Nuestro estudio muestra que los enzibióticos
Cpl-1 y Cpl-711, este último en mayor medida, son prometedores para reducir el transporte en 
la nasofaringe causado por neumococos sensibles o no a antibióticos. La eliminación del
estado portador de neumococo puede ser beneficiosa para ciertos grupos que corren el riesgo
de padecer episodios recurrentes de ENI. Los resultados del presente estudio muestran que la 
administración local de enzibióticos mata con éxito las bacterias unidas a las células
nasofaríngeas, y por tanto, son eficaces en la reducción de la colonización, lo que podría ser
muy importante desde una perspectiva profiláctica. 
En cuanto a las infecciones respiratorias crónicas, los pacientes con EPOC tienen un alto 
riesgo de desarrollar ENI recurrente. La importancia de la infección neumocócica, cuando 
afecta a pacientes con afecciones médicas crónicas, reside en la dificultad de eliminar las
cepas persistentes de las vías respiratorias inferiores. En este sentido, sería razonable que en 
un trabajo futuro y siguiendo un enfoque similar al de los inhaladores convencionales para uso 
humano, la administración de Cpl-1 o Cpl-711 por la vía intranasal pudiera disminuir
eficazmente la unión de S. pneumoniae a células epiteliales pulmonares humanas. Este 
hipotético enfoque terapéutico podría ser útil para el resultado de la infección en pacientes que
sufren episodios de neumonía recurrente asociados a EPOC u otras afecciones respiratorias
crónicas en las que S. pneumoniae es uno de los principales agentes etiológicos. En general,
nuestro estudio muestra el beneficio potencial de Cpl-1 y Cpl-711 como agentes
antimicrobianos frente a las infecciones neumocócicas que afectan a las vías respiratorias. 
Esto concuerda con observaciones previas que demuestran cómo la terapia con fagos puede
ser una estrategia atractiva para combatir las infecciones pulmonares. Como Cpl-1 y Cpl-711
fueron las enzimas líticas bactericidas más eficaces frente a las infecciones neumocócicas
asociadas a las superficies celulares, podrían ser candidatos para evitar la colonización de las
vías aéreas causada por aislados clínicos de S. pneumoniae. Esta alternativa antimicrobiana 
también puede ser útil para reducir la propagación de cepas con MDR antibiótica y evitar la 
transmisión entre niños, que son el principal portador de S. pneumoniae. Además, el uso de
estas enzimas podría ser importante para eliminar las infecciones respiratorias neumocócicas
persistentes y recurrentes que afectan a pacientes con enfermedades crónicas subyacentes. 
Finalmente, se administró la combinación de una dosis no protectora de Cpl-711 y cefotaxima
frente a la sepsis neumocócica causada por una cepa MDR. Nuestros resultados confirmaron
que la eficacia de esta combinación es mayor en comparación a los tratamientos individuales, 
aumentando la eliminación de S. pneumoniae del torrente sanguíneo e incrementando la tasa
de supervivencia. 
CONCLUSIONES: En esta Tesis se muestra que la inmunización con LytB es inmunogénica y
potencia la inmunidad mediada por el complemento y la fagocitosis de diferentes serotipos de
S. pneumoniae. Además, los anticuerpos frente a LytB aumentan la longitud bacteriana
afectando no sólo a la morfología sino también al reconocimiento por el sistema inmune del
hospedador. Como consecuencia, la vacunación con LytB incrementa el aclaramiento
bacteriano e induce protección frente a la sepsis neumocócica y la neumonía invasiva.
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Los resultados de la presente Tesis, también demuestran que la administración local de 
enzibióticos es una estrategia terapéutica prometedora para eliminar las bacterias unidas a 
células epiteliales humanas, reduciendo la colonización, lo que podría ser muy importante
desde una perspectiva profiláctica. Además, la combinación de dosis sub-terapéuticas de la
enzima lítica Cpl-711 y cefotaxima fue muy eficaz frente a la sepsis neumocócica causada por 
una cepa MDR y mostró un efecto sinérgico eliminando las bacterias del sistema circulatorio.
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1. HISTORIA NATURAL DE S. pneumoniae
1.1. Aspectos históricos
Streptococcus pneumoniae (comúnmente conocido como neumococo) fue descubierto, de
forma independiente y casi simultánea, en los años 80 del siglo XIX por Sternberg y Pasteur. 
George M. Sternberg aisló el microorganismo de la sangre de conejos inoculados con su propia
saliva (Sternberg, 1881) mientras que Louis Pasteur, aisló la bacteria de ratones a los que 
había inyectado la saliva de un niño muerto por el virus de la rabia (Pasteur, 1881). Las
observaciones de Pasteur se hicieron públicas antes que las de Sternberg en una reunión de la
Academia Francesa de Medicina celebrada en París en enero de 1881. Neumococo, desde
entonces, ha tenido numerosas denominaciones; fue inicialmente nombrado Micrococcus
pneumoniae (Klein, 1884) y, años más tarde, Diplococcus pneumoniae (Weichselbaum, 1886)
y, finalmente, S. pneumoniae (Chester, 1901), debido a dos particularidades, la capacidad de
formar cadenas y a su asociación con neumonía. No obstante, debe hacerse notar que esta
nomenclatura no fue aceptada oficialmente hasta 1980 (Skerman et al., 1980). Este patógeno 
resultó ser una bacteria Gram-positiva. De hecho, en 1884, el bacteriólogo danés Christian
Gram desarrolló la tinción que lleva su nombre no tanto para diferenciar bacterias sino para
facilitar la visualización de neumococo en el tejido pulmonar (Gram, 1884). 
Neumococo ha desempeñado un gran papel en el desarrollo de la biología molecular. En
1928, el médico inglés Frederick Griffith obtuvo, a partir de sus estudios sobre la cápsula del
microorganismo, la primera evidencia de transformación genética bacteriana al observar que si
se inyectaban en un ratón neumococos capsulados (muertos por calor) junto a cepas no
capsuladas vivas (que carecían de virulencia por sí solas), se producía una enfermedad mortal
y los microorganismos que se recuperaban del animal eran de tipo capsulado (Griffith, 1928). 
Años más tarde se pudo demostrar que el DNA (y no las proteínas, como se creía entonces)
constituye la unidad básica del material genético (Avery et al., 1944; McCarty y Avery, 1946). 
Durante la segunda mitad del siglo XX se hicieron otros hallazgos notables con este 
patógeno, entre los que cabe destacar el conocimiento de las bases biológicas de la capacidad
de incorporar en su genoma fragmentos de DNA monocatenario, un proceso que se denominó
“competencia”. Muchos científicos, entre los que se encuentran S. Lacks, D. Morrison y J-P. 
Claverys, estudiaron la naturaleza y mecanismos por los que se produce la competencia y la
transformación genética, descubriendo que estos procesos son la base de fenómenos
relevantes como la resistencia a los antimicrobianos (Claverys et al., 2000; Håvarstein y
Morrison, 1999; Lacks, 1977). 
1.2. Características generales
Neumococo es una bacteria Gram-positiva, de 0.5–1.25 ȝm de longitud que,
frecuentemente, forma parte de la microbiota del tracto respiratorio superior del ser humano, 
pudiendo este patógeno colonizar la nasofaringe durante los primeros días de vida,
denominándose en aquel momento, como “estado de portador”. Es una bacteria inmóvil, que
no forma endosporas y es un miembro α-hemolítico del género Streptococcus. La α-hemolisis
que se produce alrededor de las colonias de neumococo cuando se cultiva en placas de agar­
sangre en aerobiosis es debida a la formación de metahemoglobina (Butterfield y Peabody, 
3
 
  
       
       
   
      
       
       
       
         
   
    
       
     
    
            
     
        
       
      
        
     
     
      
         
       
       
   
     
        
       
      
     
      
   
        
      
      
     
      
       
      
   
  
 
 
 
1913; Cole, 1914), producida por el peróxido de hidrogeno (Barnard y Stinson, 1996). Sin 
embargo, si se incuba en anaerobiosis, se observa β-hemolisis debido la acción de la
neumolisina (Ply) (Johnson et al., 1982).
S. pneumoniae se encuentra, habitualmente, formando cadenas cortas o en parejas
(formando diplococos). Es un microorganismo microaerófilo, catalasa negativo y pertenece al
grupo de bacterias ácido lácticas, puesto que el compuesto principal que produce tras la
fermentación de carbohidratos es, precisamente, el ácido láctico. Las células de neumococo se 
lisan completamente en presencia de sales biliares como el desoxicolato sódico (Doc) (Neufeld,
1902); este detergente dispara la actividad de LytA (una N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa; o
NAM-amidasa; EC 3.5.1.28), que es la principal autolisina de este microorganismo. La
degradación de la pared celular es un proceso totalmente dependiente del aminoalcohol colina
(García et al., 1985; Höltje y Tomasz, 1975; Mosser y Tomasz, 1970; Tomasz, 1967). La colina
es absolutamente imprescindible para el crecimiento de este microorganismo (Tomasz, 1967) y 
es un elemento estructural de los ácidos teicoicos (TAs) de la pared celular y de los
lipoteicoicos (LTAs) unidos a la membrana (Brundish y Baddiley, 1968; Fischer, 2000; Fischer
et al., 1993). Además de la lisis en presencia de Doc, la sensibilidad a la optoquina (Opt) es
otra prueba diagnóstica universalmente utilizada para la identificación de aislados de
neumococo en el laboratorio clínico (Lund y Henrichsen, 1978). La Opt, un derivado de la 
quinina, es un inhibidor específico de algunas de las proteínas que forman parte de la 
subunidad F0 de la ATPasa protón-motriz (H+-ATPasa) de neumococo (Balsalobre et al., 2006; 
Fenoll, 1994). Además, hay que tener en cuenta que existen cepas de neumococo Opt­
resistentes (OptR) así como estreptococos filogenéticamente muy próximos a neumococo ―los
denominados estreptococos del grupo mitis o SGM― que pueden ser susceptibles a la acción
de la Opt (OptS) (Balsalobre et al., 2006; de la Campa et al., 1997; Martín-Galiano et al., 2003). 
En consecuencia, esta técnica debe ser utilizada conjuntamente con la de la lisis en presencia 
de Doc para poder llevar a cabo un diagnóstico correcto.
La cápsula de neumococo, la estructura más externa, está formada por polisacáridos
complejos que, a su vez, están compuestos por unidades repetidas de azúcares (Kamerling, 
2000). En la mayoría de los casos estos polisacáridos se encuentran unidos al peptidoglicano, 
posiblemente mediante enlaces covalentes (Sørensen y Blom, 1992), o a componentes de la 
membrana, que a veces pueden liberarse de la célula (Eberhardt et al., 2012; Yother, 2011). En
la actualidad, se han descrito más de 94 serotipos capsulares inmunológicamente diferentes,
90 de los cuales ya estaban descritos en 1995 (Henrichsen, 1995).
En la actualidad, existen 13 especies de estreptococos del grupo mitis (Martín et al., 2011)
pero las más próximas filogenéticamente a neumococo son, por este orden, Streptococcus
pseudopneumoniae, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis y Streptococcus infantis (Donati
et al., 2010; Kilian et al., 2008). Con todo, la prueba que ha ganado una mayor aceptación en la
caracterización de neumococo en clínica es la prueba capsular o de "Quellung" (Neufeld, 
1902). Esta técnica se utiliza tanto para la serotipificación de cepas, usando sueros
monovalentes frente a los, al menos, 96 tipos descritos (Park et al., 2015), como para la 
identificación de aislados, para lo cual se utiliza un suero polivalente, denominado OMNISERUM, 
que contiene una mezcla de antisueros frente a todos esos tipos.
4
 
  
  
 
       
           
      
          
          
      
   
   
        
        
          
        
         
         
          
   
      
          
     
           
         
      
    
    
           
          
 
       
        
        
         
          
        
             
          
         
   
        
        
       
         
             
            
          
1.3. Importancia epidemiológica y clínica 
S. pneumoniae es un microorganismo patógeno casi exclusivamente humano, aunque se
han aislado neumococos a partir de animales de compañía o de otros que habían estado
previamente en contacto con seres humanos, especialmente niños (Denapaite y Hakenbeck,
2011; van der Linden et al., 2009). Es interesante resaltar que algunas cepas de S.
pneumoniae de serotipo 3 son causa frecuente de enfermedad respiratoria en caballos de
carreras (Benson y Sweeney, 1984;Chanter, 1994; Wood et al., 2005). Sin embargo, aparte del
ser humano, neumococo parece ser también causa de enfermedad respiratoria potencialmente 
letal en chimpancés salvajes (Chi et al., 2007). 
Como ya se ha mencionado, el hábitat natural de neumococo es el tracto respiratorio
superior humano y, de modo asintomático, la nasofaringe de un elevado porcentaje de niños
(20–40%) y, de manera menos frecuente, de adultos (5–10%) y la colonización comienza poco 
después del nacimiento (estado de portador) (Austrian, 1986; Bogaert et al., 2004). Se ha
estimado que en la población de entre 1 y 59 meses de edad, se producen casi 15 millones de
casos de enfermedad neumocócica invasiva (ENI) (93% de neumonías) que ocasionan entre
700.000 y 1 millón de fallecimientos anualmente en todo el mundo (O'Brien et al., 2009; WHO,
2007, 2009). Resulta evidente, que existe una clara relación entre la edad y la susceptibilidad a 
la infección por este patógeno. Esta última es especialmente elevada en ciertos grupos de 
edad, como en la población pediátrica, entre los que se encuentran neonatos y niños menores
de 2 años, debido a que su sistema inmunitario no se encuentra completamente desarrollado.
La susceptibilidad disminuye en adolescentes y adultos jóvenes y aumenta de nuevo en
adultos mayores de 65 años debido nuevamente, a la decreciente función del sistema
inmunológico. La enfermedad neumocócica afecta tanto a individuos sanos (sin enfermedad de
base conocida) como a pacientes inmunodeprimidos (Butler, 2004; Parsons y Dockrell, 2002). 
Una vez que neumococo coloniza la nasofaringe humana puede diseminarse causando
diferentes enfermedades, desde patologías leves tras invadir y colonizar el oído (otitis media) u
ojos (conjuntivitis), hasta otras más severas, como son los casos de neumonías invasivas, 
septicemia y meningitis.
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) se estima que las enfermedades
respiratorias son responsables de la tercera parte de muertes anuales en el mundo, causando 
el fallecimiento de 4 millones de personas y el agente etiológico predominante en estas
infecciones es S. pneumoniae (Morens et al., 2004; UNICEF y WHO, 2006). A pesar de que en
la actualidad dicha tendencia ha cambiado, en países en vías de desarrollo, las infecciones
neumocócicas siguen siendo la principal causa de mortalidad infantil. Según estimaciones de la 
OMS, de los cerca de 11 millones de muertes anuales que afectan a niños menores de 5 años,
neumococo es responsable de casi el 30% de las mismas, siendo el causante más frecuente
de neumonía infantil severa, tanto en países desarrollados como en aquellos en vías de 
desarrollo (UNICEF y WHO, 2006).
Un problema adicional en la infección neumocócica es la aparición de aislados clínicos
resistentes a los antibióticos. Si bien, en los años 40 del siglo XX ya se habían descrito 
mutantes de neumococo resistentes a penicilina (PenR) obtenidos tanto in vitro (Eriksen, 1945; 
Rake et al., 1944) como en animales de experimentación (Schmidt y Sesler, 1943), no fue
hasta la década de los 60 cuando se observaron los primeros casos en humanos. Los primeros
aislados clínicos de S. pneumoniae PenR se detectaron en Estados Unidos y Australia en los
años 60 (Hansman y Bullen, 1967; Kislak et al., 1965) mientras que los primeros neumococos
5
 
  
      
      
         
          
        
        
      
          
      
   
           
           
      
  
 
  
 
       
       
       
      
    
      
       
           
     
  
multirresistentes y con una alta resistencia a Pen (Concentración Mínima Inhibitoria, MIC ≥2
ȝg/ml) fueron descubiertos en Sudáfrica una década después (Jacobs et al., 1978). En España, 
el primer aislado clínico PenR fue identificado en 1979 (Casal, 1982) y, desde entonces, la cifra 
de cepas resistentes ha ido aumentando progresivamente. En los años 80 del siglo pasado 
tuvo lugar un aumento gradual en la resistencia de S. pneumoniae frente a Pen y otros
antibióticos. Los casos de cepas PenR pueden ser tratados eficazmente con quinolonas o 
macrólidos aunque también se han descrito situaciones de resistencia frente a antibióticos de
estas familias (Balsalobre et al., 2003; Low, 2005). La vancomicina (Van) es el antibiótico
utilizado como último recurso para casos de cepas multirresistentes pero ya se han
documentado casos en los que se ha observado tolerancia a este fármaco (Moscoso et al., 
2011). Recientemente, se ha llegado a señalar que, debido a los niveles de resistencia frente a
los antibióticos que han alcanzado ciertas bacterias Gram-positivas entre las que se incluye S.
pneumoniae, estas variantes clínicas han alcanzado clínicamente el estatus de
“supergérmenes” (Hancock, 2005).
1.4. Factores de virulencia
S. pneumoniae tiene diferentes elementos estructurales, considerados como factores de
virulencia, que le conceden capacidad patogénica. El principal factor de virulencia de
neumococo es la cápsula o polisacárido capsular (CPS) que proporciona protección frente a la
respuesta inmune innata del hospedador (Brueggemann et al., 2003; Park et al., 2015). Como 
otros organismos patógenos, neumococo sintetiza moléculas que le proporcionan una ventaja 
selectiva, frecuentemente a expensas del hospedador. Dichos factores confieren al
microorganismo la capacidad de colonizar e invadir al hospedador facilitando su adhesión a los
tejidos y la capacidad de invasión y permiten la evasión del sistema inmune, impidiendo así la
fagocitosis (Tabla 1) (Hyams et al., 2010; Llull et al., 2001; Yother, 2004).
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Tabla 1. Principales proteínas de S. pneumoniae implicadas en patogénesis.
PROTEÍNAa FUNCIÓN	 REFERENCIA
CBPs
LytA NAM-amidasa (EC 3.5.1.28). Principal autolisina. 	 (Gosink et al., 2000; 
Ronda et al., 1987)
LytB	 N-acetilglucosaminidasa. Separación de las células al (García et al., 1999b)
final de la división celular.
LytC Lisozima (EC 3.2.1.17). Autolisina 30ºC.	 (García et al., 1999a; 
Gosink et al., 2000)
Pce Fosforilcolín esterasa. Hidrolasa de pared celular. Se une (Attali et al., 2008a; Attali
a plasminógeno. et al., 2008b; Gosink et al., 
2000)
PspA	 Proteína A de superficie de neumococo. Se une a (Hammerschmidt et al., 
lactoferrina humana. 1999)
PspC	 Proteína C de superficie de neumococo. Se une al factor (Dave et al., 2001)
H del sistema del complemento. 
CbpG Posible serín proteasa	 (Gosink et al., 2000)
LPXTG
NanA Neuraminidasa	 (Banerjee et al., 2010; 
Uchiyama et al., 2009)
IgA Zinc metaloproteasa de IgA1	 (Weiser et al., 2003)
LIPOPROTEÍNA
PsaA	 Lipoproteína transportadora de manganeso. Se une a (Anderton et al., 2007; 
cadherina E. Johnston et al., 2004)
PiuA/PiA Componentes lipoproteicos de transportadores ABC.	 (Jomaa et al., 2006; Jomaa
et al., 2005)
OTRAS
HtrA Serín-proteasa (Sebert et al., 2005)
PavA Proteína A de adhesión y virulencia. Se une a (Holmes et al., 2001; 
fibronectina. Pracht et al., 2005)
PepO Endopeptidasa. Se une a plasminógeno y fibronectina. (Agarwal et al., 2013)
Eno Fosfopiruvato hidratasa (α-enolasa) (EC 4.2.1.11). Se (Attali et al., 2008b)
une a plasminógeno
GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.2.1.12). (Attali et al., 2008b)
Se une a plasminógeno
Ply Citolisina dependiente de colesterol. Forma poros en las (Marriott et al., 2008)
membranas celulares.
a Pce, se denomina también LytD y CbpE; PspC se denomina también CbpA, SpsA y PbcA. LPXTG, 
proteínas que se unen covalentemente al peptidoglicano mediante la acción de una sortasa.
1.4.1. La cápsula polisacarídica
La capsula polisacarídica o CPS es esencial para el proceso de patogénesis de S. 
pneumoniae ya que permite evadir de forma eficiente el reconocimiento por diferentes
7
 
  
           
                
               
            
     
 
          
      
         
        
         
           
       
      
     
       
             
      
          
         
         
             
            
    
     
              
           
              
            
       
  
Figura 1. Aspecto de Streptococcus pneumoniae y esquema de los diferentes componentes bacterianos (A) Imagen
al microscopio electrónico de transmisión de un corte ultrafino de una cepa capsulada de serotipo 3 de neumococo
mostrando la cápsula polisacarídica que rodea a la célula (Kim et al., 1999). Barraμ 0.3 ȝm. (B) Representación
esquemática de algunas proteínas y otras moléculas de superficie implicadas en la virulencia de S. pneumoniae. 
Modificada de Mitchell (Mitchell, 2003).
mecanismos de defensa del hospedador (Figura 1) (Griffith, 1928). Aunque las variantes sin 
CPS son prácticamente avirulentas, se han descrito aislados de neumococo no tipificables
(previsiblemente carentes de CPS) que causan frecuentes brotes de conjuntivitis (Patel et al., 
2007; Porat et al., 2006), así como casos aislados de conjuntivitis (Haas et al., 2011) u otitis
media (Xu et al., 2011) La cápsula de neumococo está formada por polisacáridos complejos
(Figura 1) que, a su vez, están compuestos por unidades repetidas de azúcares (Kamerling,
2000). En la mayoría de los casos estos polisacáridos se encuentran unidos al peptidoglicano, 
posiblemente mediante enlaces covalentes (Sørensen y Blom, 1992), o a componentes de la 
membrana, que a veces pueden liberarse de la célula (Eberhardt et al., 2012; Yother, 2011). 
Actualmente, se han identificado más de 94 serotipos capsulares en base a su 
inmunogenicidad, 90 de los cuales ya estaban descritos en 1995 y el resto en los últimos años
―posiblemente como consecuencia del desarrollo de métodos analíticos más sensibles―
(Calix et al., 2012; Henrichsen, 1995). La organización de los serotipos de S. pneumoniae se 
agrupa en primer lugar en serogrupos, debido a los diferentes patrones de aglutinación y a la
reacción cruzada con los anticuerpos. Se han descrito un total de 46 serogrupos numerados
del 1 al 48 (los números 26 y 30 no se utilizan). Algunos de ellos incluyen un sólo serotipo 
(serotipos 1, 2 y 3), mientras que otros serogrupos como el 11 incluyen hasta seis serotipos
diferentes (11A, 11B, 11C, 11D, 11E y 11F). 
Normalmente, el primer serotipo descrito en un serogrupo con varios serotipos se identifica 
con la letra F (por first) y los siguientes con las letras A, B, etc. Existen, no obstante, tres
excepciones: el serogrupo 6, que incluye los serotipos 6A, 6B, 6C y 6D, el 20, con los serotipos
20A y 20B, y el serogrupo 9, en el que las letras de los tres primeros serotipos descritos
(Vammen, 1939) tienen relación con personajes históricos L por Lederle, N por Neufeld y V por
Valdemar, un príncipe danés muerto en 1938 de una neumonía bacteriémica y del que se aisló 
el primer neumococo de este serotipo (Henrichsen, 1995). 
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Los genes involucrados en la producción de la cápsula están localizados en un mismo locus
cap o cps (según diferentes autores) y típicamente codifican una flipasa, una polimerasa y
varias transferasas que catalizan la formación de enlaces, adición de azúcares y modificación
de unidades repetidas. Una de las características más llamativas del locus cap es su enorme
divergencia genética, puesto que sólo unos pocos genes se encuentran conservados (Bentley
et al., 2006) (López y García, 2004) (Arrecubieta et al., 1996). Es importante destacar que las
condiciones ambientales ejercen un papel importante en la cantidad de CPS sintetizado por
neumococo (Ogunniyi et al., 2002), lo que podría modificar el grado de exposición de las
proteínas de superficie, repercutiendo de este modo en la patogénesis de neumococo (Kim y
Weiser, 1998). 
1.4.2. La pared celular
La pared celular consiste en una red covalente situada alrededor de la membrana celular, a
modo de exoesqueleto, que le aporta flexibilidad y rigidez, protegiendo a la bacteria de su 
posible lisis, ya sea osmótica o mecánica (Salton, 1994). El componente básico de la pared,
muy conservado entre todas las bacterias, es el polímero denominado peptidoglicano que está
formado por un entramado tridimensional de cadenas glicánicas constituidas por residuos
alternados de ácido N-acetilmurámico (MurNAc) y N-acetil-glucosamina (GlcNAc) unidos
mediante enlaces glicosídicos β(1→4) que se entrecruzan mediante cortos segmentos
peptídicos (Figura 2) (AlonsoDeVelasco et al., 1995). (Denapaite et al., 2012).
Un aspecto de interés en la patogénesis del microorganismo es que la pared celular juega
un papel importante en la virulencia bacteriana, aunque de modo indirecto ya que la liberación 
de fragmentos de la pared celular tras la lisis bacteriana induce un proceso inflamatorio similar
al observado después de la infección con neumococos completos. De esta manera, la
inyección de la pared celular purificada en ratones imita infecciones como la otitis media, 
meningitis o bacteriemia (Carlsen et al., 1992;Tuomanen et al., 1985a; Tuomanen et al., 
1985b). Además, la pared celular sirve de anclaje de dos grupos de proteínas que juegan un
papel crucial en la patogénesis del microorganismo como son las proteínas de unión a colina y
el grupo de proteínas de superficie que se unen a la pared a través del motivo LPXTG.
1.4.3. Proteínas de superficie 
S. pneumoniae sintetiza una gran variedad de proteínas tanto de superficie como 
citoplasmáticas que participan en numerosos procesos de interacción con el hospedador y que
son esenciales para la patogénesis de la bacteria durante la colonización y los estados de
dispersión e invasión, por lo que muchas de ellas son también consideradas factores de
virulencia (Figura 1). Debido al importante papel de las proteínas de superficie en la 
interrelación con el hospedador, a la capacidad inmunogénica de muchas de ellas y a su 
frecuente presencia en la mayoría de los aislados clínicos de diferentes serotipos, estas
proteínas constituyen buenas candidatas como antígenos potencialmente útiles para el diseño
de vacunas. Por este motivo, en la presente memoria se describen en más detalle aquellas
proteínas que contribuyen de forma crucial a la virulencia del microorganismo y que podrían ser 
de interés como posibles antígenos vacunales. 
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Figura 2. Representación esquemática de los componentes de la pared celular de neumococo. Las cadenas
glicánicas están formadas por repeticiones del disacárido N-acetil-glucosamina–N-acetil-murámico (GlcNAc-β(1→4)-
MurNAc) que se entrecruzan a través de segmentos peptídicos (en negro) unidos a los residuos de MurNAc. Las uniones
interpeptídicas (en granate) pueden ser directas o mediadas por puentes peptídicos cortos. Las flechas indican los
enlaces de la pared hidrolizados por los distintos tipos de mureín-hidrolasas: glucosaminidasas (en azul), muramidasas
(en morado), amidasas (en rojo) y endopeptidasas (en gris). Modificada de Weidel y Pelzer (1964).
1.4.3.1. Neumolisina (Ply)
La neumolisina (Ply) pertenece al grupo de proteínas denominadas citolisinas dependientes
de colesterol (Hotze y Tweten, 2012), constituye uno de los factores de virulencia clásicos de
neumococo y su existencia fue detectada ya en los primeros años del pasado siglo (Cole, 1914; 
Libman, 1905). Ply es un miembro de la familia de toxinas citolíticas (Dunstone y Tweten, 2012)
y está presente en todos los aislados clínicos de este patógeno (Marriott et al., 2008) aunque, 
recientemente, se ha informado de la existencia de mutantes naturales de S. pneumoniae que 
producen una Ply no hemolítica y son, sin embargo, muy invasivos (Ritchie et al., 2012). Ply
tiene múltiples actividades independientes en patogénesis, por ejemplo, activa el complemento 
(por la vía clásica) reduciendo la disponibilidad de componentes del complemento para el
reconocimiento de neumococo (Paton et al., 1984). Esta proteína es capaz también de
estimular la apoptosis de las células del hospedador (Braun et al., 2002) y actúa como citolisina
mediante la unión al colesterol presente en la membrana de las células eucarióticas, 
insertándose en las membranas celulares y formando poros de 350–450 Å de diámetro (Tilley
et al., 2005). La presencia de Ply ha sido definida como esencial en el establecimiento de la
ENI en diferentes modelos de neumonía neumocócica invasiva (Kadioglu et al., 2002; Maus et
al., 2004; Rubins et al., 1995; Witzenrath et al., 2006), sepsis (Yuste et al., 2005) y meningitis
(Hirst et al., 2008; Hupp et al., 2012; Wellmer et al., 2002), Ply fue la primera proteína de
10
 
  
       
 
 
    
 
         
          
         
          
      
         
       
    
        
   
 
   
 
          
        
              
     
     
     
         
       
    
        
       
        
        
       
       
       
          
         
  
 
   
 
     
      
         
        
        
    
neumococo que se describió como antígeno vacunal (Paton et al., 1983) aunque este aspecto 
se detallará más adelante.
1.4.3.2. Proteína A de superficie neumocócica (PspA)
PspA es una proteína de unión a colina localizada en la superficie bacteriana que está
presente en todos los aislados descritos de S. pneumoniae, y que fue sugerida como uno de
los primeros antígenos vacunales frente a neumococo (McDaniel et al., 1986). La principal
función de PspA en patogénesis consiste en la inhibición de la activación de la vía alternativa 
del complemento al interaccionar con el factor B de esta cascada, evitando la inmunidad innata 
del complemento y protegiendo de este modo, a los neumococos de la fagocitosis mediada por
el sistema inmune (Darrieux et al., 2008; Ren et al., 2004; Tu et al., 1999). Además, es capaz
de reclutar la proteína sérica apolactoferrina, que es un importante componente de la respuesta
inmune innata, de modo que esta unión previene a los neumococos de la acción bactericida de
esta proteína (Shaper et al., 2004).
1.4.3.3. Proteína C de superficie neumocócica (PspC)
PspC es una proteína de unión a colina de naturaleza polimórfica, anotada de forma
diferente por varios grupos, quizás debido a su estructura alélica (Brooks-Walter et al., 1999; 
Dave et al., 2001). En base a esto, se ha descrito como CbpA debido a su gran capacidad para
unirse a colina (Rosenow et al., 1997), y como SpsA por su elevada unión a la fracción
secretora de la inmunoglobulina humana IgA (Hammerschmidt et al., 1997; Hammerschmidt et 
al., 2000). También existe una proteína denominada Hic que comparte una elevada homología
con el dominio N-terminal de PspC que une factor H y por ello inhibe la activación de la vía 
alternativa del complemento (Janulczyk et al., 2000; Jarva et al., 2002). Realmente, el gen hic
es esencialmente una variante alélica de pspC (Iannelli et al., 2002). 
PspC participa en la adhesión a células pulmonares que están activadas a través de
citoquinas y juega un papel crítico en la colonización de la nasofaringe (Rosenow et al., 1997) y 
en el establecimiento de la neumonía (Orihuela et al., 2004). PspC interacciona con el receptor
de la inmunoglobulina polimérica favoreciendo la invasión del epitelio a nivel de mucosas 
(Zhang et al., 2000). Además, PspC contribuye a la invasión del sistema nervioso central
participando en la diseminación a través de la barrera hematoencefálica mediante interacción
con el receptor de laminina (Orihuela et al., 2004; Orihuela et al., 2009; Ring et al., 1998). Una 
de sus principales funciones a nivel de respuesta inmune, es la de inhibir la inmunidad mediada
por el sistema del complemento al reclutar factor H y evadir la inmunidad mediada por el
sistema del complemento (Yuste et al., 2010a).
1.4.3.4. Autolisina (LytA)
Algunas hidrolasas pueden causar eventualmente la lisis y consiguiente muerte de la 
bacteria, en cuyo caso son llamadas autolisinas. LA NAM-amidasa LytA (Figura 3) (Ronda et 
al., 1987; Sánchez-Puelles et al., 1986) y la lisozima LytC (García et al., 1999a) son las únicas
dos autolisinas de neumococo conocidas hasta la fecha. LytA está considerada como uno de
los factores de virulencia más importantes de la bacteria y representa fundamentalmente el
paradigma de enzima autolítica espontánea (tanto en la fase estacionaria como la producida 
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por determinados antibióticos) y la concomitante liberación de toxina (Ply) al medio extracelular
(García y López, 1997; Paton et al., 2000). Esta importante enzima posibilita que neumococo
pueda acceder al torrente sanguíneo y difundirse a otras partes del organismo del hospedador
promoviendo patologías invasivas (Berry y Paton, 2000). LytA se organiza estructuralmente 
como una proteína de dos módulos: un módulo N-terminal (residuos 1–172) que cataliza la 
escisión del enlace entre MurNAc y el residuo de Ala del péptido y un C-terminal (dominio de
unión a colina o CBD, choline binding domain) (residuos 173–318), responsable de la unión a la 
pared celular y que está formado por un tándem de siete repeticiones (Fernández-Tornero et
al., 2002; Fernández-Tornero et al., 2001; Mellroth et al., 2014). El papel de esta proteína en 
patogénesis ha sido demostrado previamente utilizando mutantes lytA que presentan una
disminución significativa en la virulencia en diferentes modelos animales de infección (Ramos-
Sevillano et al., 2015). LytA es también parcialmente responsable de la intensa respuesta
inflamatoria característica de la infección neumocócica al liberar componentes altamente 
proinflamatorios como fragmentos de la pared celular, TAs y LTAs, tras la lisis bacteriana
(Davis y Weiser, 2011; Koedel, 2009; Majcherczyk et al., 1999; Moore et al., 2003; Moreillon y
Majcherczyk, 2003; Sato et al., 1996). Asimismo, se considera que LytA participa
indirectamente en la evasión de la respuesta inmunitaria del hospedador mediada por el
sistema del complemento y la fagocitosis al liberar Ply y de forma directa al degradar C3b unido
y evadir la activación de la vía clásica al reducir el contenido de colina en la envoltura 
bacteriana (Ramos-Sevillano et al., 2015). Además, esta autolisina es capaz de desintegrar con
gran eficacia los biofilmes producidos por S. pneumoniae in vitro (Domenech et al., 2011). 
Desde el punto de vista profiláctico, la inmunización con LytA ha demostrado poseer un efector
protector frente a una posterior infección neumocócica (Berry et al., 1989; Yuan et al., 2011a).
1.4.3.5. Glucosaminidasa (LytB)
LytB se localiza en sitios cercanos a los extremos polares de la célula y se expone a la 
superficie celular. Está constituida por un dominio de unión a colina (CBD) en posición N-
terminal que contiene 18 repeticiones de unión a colina (CBRs) seguido de un módulo catalítico
que tiene actividad glucosaminidasa (Figura 3) (Bai et al., 2014; De las Rivas et al., 2002; 
López et al., 2000)., Esta proteína está implicada en la separación de las células hijas al final
de la división celular, (García et al., 1999a; García et al., 1999b). La mureín hidrolasa LytB, más
allá de su papel en la separación de células hijas (que tiene que ver con la dispersión celular), 
posee importantes funciones en la patogénesis de neumococo: (1) colonización de la 
nasofaringe; (2) adhesión e invasión en células del epitelio pulmonar humano; (3) disminución
de la unión del componente clave del complemento C3b; y (4) evasión de la fagocitosis por los
macrófagos alveolares y neutrófilos (Ramos-Sevillano et al., 2011). De hecho, LytB participa en 
el progreso de la neumonía y sepsis neumocócicas (Gosink et al., 2000; Ramos-Sevillano et
al., 2011). Por lo demás, es importante para la formación de biofilmes (Domenech et al., 2013; 
Moscoso et al., 2006). Recientemente, se ha observado la producción de anticuerpos anti-LytB
en niños aquejados de otitis media aguda (Pichichero et al., 2012) por lo que LytB podría ser un
prometedor antígeno como candidato para el diseño de nuevas vacunas contra la enfermedad
neumocócica.
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Figura 3. Representación esquemática de la organización modular de algunas CBPs de S. pneumoniae. Los
diferentes módulos han sido denominados como se indica en la base de datos Pfam (versión 25.0) (Finn et al., 2010). Las
regiones homólogas se indican con idénticos colores y sombreados. PS, péptido señal.
1.4.3.6. Antígeno A de superficie neumocócica (PsaA)
PsaA es una lipoproteína de 37 kDa (Berry y Paton, 1996; Russell et al., 1990) que 
pertenece a la familia de proteínas transportadoras de cationes esenciales, siendo de especial
importancia su contribución a la captación y transporte de Mn2+ al interior celular (Claverys, 
2001; Dintilhac et al., 1997). Los mutantes en PsaA están atenuados en virulencia tanto en 
modelos de infección sistémica como en infecciones del tracto respiratorio y del oído medio
(Berry y Paton, 1996; Marra et al., 2002; McAllister et al., 2004), quizás por su mayor 
sensibilidad a la muerte inducida por el peróxido de hidrógeno y los aniones superóxido 
(Johnston et al., 2004; McAllister et al., 2004; Tseng et al., 2002).
1.4.3.7. Lipoproteínas PiuA y PiaA
PiuA y PiaA son lipoproteínas que actúan como transportadores de tipo ABC participando
en la captación y el transporte de hierro, aunque originalmente se denominaron como Pit1A y
Pit2A, respectivamente (Brown et al., 2001a). Se ha descrito que mutantes en PiuA y PiaA son 
necesarios para el crecimiento bacteriano y para la virulencia del microorganismo tanto en
modelos de infección sistémica y neumonía neumocócica (Brown et al., 2001a). PiuA y PiaA
están altamente conservadas entre los diferentes serotipos por lo que podrían ser interesantes
proteínas candidatas a vacuna.
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1.4.3.8. Proteínas de la triada de histidinas (Pht) 
Las proteínas de la familia Pht se caracterizan por poseer un motivo de poli-histidinas
(HxxHxH) que se repite de cinco a seis veces en sus secuencias (Adamou et al., 2001). 
Utilizando modelos murinos de sepsis y neumonía, se ha descrito que los mutantes Pht están 
atenuados en virulencia de modo que cuando se eliminan por completo phtA, phtB, phtD y phtE
se produce una reducción muy significativa de la capacidad infectiva de neumococo (Ogunniyi
et al., 2009). Estas proteínas están ampliamente distribuidas en la población de neumococo y
se encuentran muy conservadas con PhtD, PhtE, PhtB, y PhtA estando presentes en el 100%,
97%, 81%, y 62%, respectivamente de todas las cepas de neumococo analizadas por lo que 
podrían ser interesantes candidatas a vacuna (Hamel et al., 2004; Rioux et al., 2011).
1.4.3.9. Proteínas de superficie dependientes de sortasa
S. pneumoniae posee un grupo de proteínas de superficie diferente denominadas como
proteínas dependientes de sortasa, que se caracterizan por poseer un dominio de unión a la 
pared de tipo LPXTG. La proteína que mejor se ha caracterizado es la neuraminidasa A (NanA)
(Camara et al., 1994; O'Toole et al., 1971) que participa degradando residuos glicoconjugados
de la matriz extracelular (Tettelin et al., 2001). Por ejemplo, NanA hidroliza residuos de ácido
siálico de glicoproteínas del hospedador, glicolípicos, mucinas y oligosacáridos favoreciendo la
adhesión de neumococo a las superficies del epitelio y endotelio (King et al., 2006). Los
mutantes en NanA están atenuados en el proceso de colonización de la nasofaringe, así como
en el desarrollo de otitis media y procesos invasivos tanto de pulmón como de la barrera 
hematoencefálica (Banerjee et al., 2010; Berry y Paton, 2000; Manco et al., 2006; Orihuela et 
al., 2004; Tong et al., 2000; Uchiyama et al., 2009).
2. PATOGÉNESIS DE LA ENFERMEDAD NEUMOCÓCICA
Una vez establecido el estado de portador, S. pneumoniae puede diseminarse y colonizar e
invadir el oído medio (produciendo otitis media), los pulmones (neumonía), atravesar la barrera
hematoencefálica afectando al cerebro (meningitis) o diseminarse por la sangre (bacteriemia). 
No obstante, la aparición o no de síntomas de infección demuestra la importancia de 
determinados factores de interacción entre el hospedador y la bacteria (Henriques-Normark y
Normark, 2010; Preston y Dockrell, 2008). Uno de los principales factores que determinan el
tipo de relación hospedador-patógeno es el serotipo capsular (Weinberger et al., 2010); así, los
neumococos de los serotipos 3, 6B y 19F son los más virulentos en adultos, mientras que los
de serotipos 1, 4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F son los principales causantes de
enfermedad invasiva en niños (Henriques-Normark y Normark, 2010).
Además, existen otros factores del hospedador que también influyen en la interrelación con
el patógeno, tales como la edad (mayor incidencia de enfermedad neumocócica en niños
menores de 5 años y adultos mayores de 65 años), el estado inmunológico (personas
inmunodeprimidas son más propensas a desarrollar enfermedad) (Brouwer et al., 2009), la 
posible invasión previa del sistema respiratorio por otros agentes patógenos, como el virus de
la gripe que potencia la capacidad de neumococo para colonizar, desarrollar enfermedad o 
ambos (McCullers, 2006; Wang et al., 2011) .
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Se pueden distinguir principalmente tres etapas en el proceso de patogénesis:
adhesión/colonización, invasión, e inflamación y shock.
2.1. Adhesión y colonización nasofaríngea
La colonización asintomática del tracto respiratorio superior por S. pneumoniae (estado de
portador) precede, tanto a la infección localizada como a la ENI (Simell et al., 2012). En la
nasofaringe, S. pneumoniae se enfrenta a las barreras naturales de la mucosa respiratoria del
hospedador, al sistema inmune y a otros microorganismos comensales, que podrían inhibir la 
colonización del neumococo (Tano et al., 2000). Existen dos primeras barreras que pueden 
impedir, siquiera en parte, que neumococo colonice la mucosa respiratoria: el moco y la
lisozima (Coonrod et al., 1991;Nelson et al., 2007; Shimada et al., 2008). Para superar estas
barreras, S. pneumoniae ha desarrollado varias estrategias. La evasión del moco tiene lugar
mediante tres vías. En primer lugar, el CPS no se une a los residuos de ácido siálico presentes
en la mucosa por su carga negativa, disminuyendo así la probabilidad de atrapamiento (Nelson
et al., 2007). En segundo lugar, neumococo tiene varias exoglicosidasas (NanA, NanB, BgaA y
StrH) que degradan los glicoconjugados del moco, disminuyendo así la viscosidad del mismo y
evitando que la bacteria sea atrapada (Burnaugh et al., 2008;King et al., 2006; Tong et al., 
2001). En tercer lugar, la neumolisina Ply, una citolisina tiol-activada con afinidad por el
colesterol, produce poros en las membranas celulares, disminuyendo los movimientos ciliares
de las células epiteliales y permitiendo que neumococo se adhiera a las mismas con más
facilidad sin ser eliminado (Feldman et al., 2002; Feldman et al., 1990). En este proceso, la
pared celular (Geelen et al., 1993) y, en particular, los residuos de colina de los TAs, reconocen
las moléculas del receptor del factor de activación plaquetaria (PAFR) de la superficie celular y
se unen a él (Cundell et al., 1995).
En el proceso de adherencia al epitelio de la mucosa participan diferentes proteínas de
superficie de neumococo que se unen a carbohidratos del hospedador, así como a otras
proteínas tanto del plasma como de la matriz extracelular eucariótica (Bergmann y
Hammerschmidt, 2006). Así, se han descrito las exoglicosidasas neumocócicas (Berry et al., 
1996; Cámara et al., 1994; Clarke et al., 1995; Jeong et al., 2009; Pettigrew et al., 2006; Zähner
y Hakenbeck, 2000). La función de estas proteínas es, actuando aparentemente de manera
coordinada, poner de manifiesto receptores glicosilados que facilitarían la adhesión del
patógeno a las células del hospedador (Burnaugh et al., 2008; Jeong et al., 2009; King, 2010; 
King et al., 2006) así como, en una fase posterior de la infección, reducir la fijación del
complemento a la superficie de la bacteria aumentando así la resistencia de ésta a la
fagocitosis por los neutrófilos humanos (Dalia et al., 2010). 
Como ya se ha mencionado, otro grupo de proteínas a las que se les ha asignado un papel
importante en colonización son las que tienen actividad proteasa, como HtrA, u otras proteínas
de la superficie bacteriana como PspC, CbpG, BgaC o las hidrolasas de pared celular LytB y
LytC (Ramos-Sevillano et al., 2011). La presencia de pili en algunas cepas de neumococo es,
asimismo, importante en el proceso de adhesión a las células epiteliales pulmonares
favoreciendo, además, el proceso inflamatorio de la enfermedad. Una vez que neumococo se
localiza en la sangre, la presencia de pili parece influir en la gravedad de la patología infecciosa
(Barocchi et al., 2006).
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2.2. Invasión
El proceso de invasión y diseminación de la ENI es todavía poco conocido. Normalmente 
ocurre después de la adquisición de un nuevo serotipo y raramente parece asociarse con una 
portación prolongada. La transcitosis es una importante estrategia utilizada por neumococo en
la invasión del organismo que facilita, además, la existencia de reservorios bacterianos
intraepiteliales y la recolonización posterior de la nasofaringe. Normalmente, neumococo
atraviesa las células eucarióticas, sin multiplicarse, en el interior de vacuolas. La invasión 
puede también tener lugar directamente desde la nasofaringe al torrente sanguíneo (McCullers
y Tuomanen, 2001). S. pneumoniae no puede adherirse al epitelio ciliado del árbol traqueo-
bronquial lo que dificulta el acceso a los alveolos pulmonares. Este inconveniente podría
explicar, al menos en parte, la relativamente baja incidencia de neumonía comparada con el
elevado estado de portador. Se han descrito tres mecanismos por los que S. pneumoniae es
capaz de atravesar la barrera epitelial: 1) Por un lado, la fosforilcolina (PCho) de los TAs y 
LTAs puede unirse al PAFR y activar las células epiteliales y endoteliales (Cundell et al., 1995). 
Al unirse la PCho al PAFR, neumococo puede acceder a la membrana basal de la célula 
epitelial del hospedador y así producir ENI (Radin et al., 2005). Es interesante señalar que la
fosforilcolín esterasa de neumococo (Pce) es capaz no sólo de liberar residuos de PCho de la 
pared celular bacteriana sino, además, de degradar el PAF, por lo que se ha propuesto que
esta enzima puede desempeñar un importante papel en la regulación de la virulencia de S. 
pneumoniae (Hermoso et al., 2005). En ratones deficientes en el PAFR se observó una
reducción no sólo en las tasas de colonización neumocócica, sino también en el desarrollo de 
la neumonía y ENI (Rijneveld et al., 2004). Es interesante resaltar el hecho de que, como 
consecuencia de la infección de ciertos virus respiratorios como el de la gripe, el virus
respiratorio sincitial o el coronavirus NL63, se produce un incremento notable en la biosíntesis
del PAFR (Garcia et al., 2010; Golda et al., 2011; Yokota et al., 2010), aunque no está claro
que este hecho esté directamente relacionado con una co-infección o posterior infección con 
neumococo, la gravedad de la misma o ambas (Golda et al., 2011; McCullers et al., 2008). 2)
Un segundo mecanismo consiste en la unión de la proteína PpsC a la porción extracelular 
(ectodominio o componente secretor) del receptor de las inmunoglobulinas poliméricas (pIgR)
(Hammerschmidt et al., 1997; Hammerschmidt et al., 2000). En condiciones normales, el pIgR, 
que se expresa ampliamente en las células epiteliales del tracto respiratorio, permite el
transporte de la IgA o IgM poliméricas a través de las barreras epiteliales, desde la zona 
basolateral hacia el lumen apical (Kaetzel, 2005). Adoptando la maquinaria de transcitosis
inversa, la unión de neumococo al pIgR a través de PspC conduce a la internalización y
transcitosis de la bacteria a través de las capas epiteliales. PspC ha demostrado ser un factor
importante para la colonización y enfermedad invasiva, aunque su efecto sobre la virulencia
puede variar entre las cepas de neumococo (Agarwal et al., 2010; Asmat et al., 2011; Brock et 
al., 2002; Zhang et al., 2000). 3) Un tercer mecanismo consiste en la invasión mediada por la
unión de S. pneumoniae al plasminógeno y activación de éste. Neumococo contiene varias
proteínas que unen plasminógeno favoreciendo así la adhesión de la bacteria a la superficie 
celular. Además, la activación de plasminógeno a plasmina, mediada por neumococo, permite 
degradar la cadherina del endotelio vascular posibilitando el acceso de neumococo a la
membrana basal y así, en último extremo, el desarrollo de la ENI (Attali et al., 2008b; Dejana et
al., 2008).
16
 
  
  
 
 
  
 
 
         
        
     
       
     
       
          
       
            
          
          
          
         
         
        
       
 
           
         
         
    
         
      
  
 
 
 
 
 
 
 
 
3. MECANISMOS DE DEFENSA DEL HOSPEDADOR
3.1. Inmunidad humoral
3.1.1. Sistema del complemento 
El sistema del complemento es una de las primeras líneas de defensa del sistema inmune 
frente a patógenos microbianos y desempeña un papel fundamental en la respuesta inmune,
tanto en la innata como en la adaptativa (Lambris et al., 2008; Trouw y Daha, 2011). Está 
compuesto por aproximadamente, unas 30 proteínas tanto plasmáticas (solubles) como de 
superficie celular, que, tras reconocer al microorganismo invasor, inician una cascada de
reacciones proteolíticas (Walport, 2001a). Estas proteínas están presentes tanto en la
circulación sanguínea, como en otros tejidos o fluidos corporales y forman parte de tres
cascadas diferentes de activación enzimática denominadas vía clásica, vía alternativa y vía de
las lectinas. Algunas de las proteínas pueden formar parte de más de una vía como, por
ejemplo, el componente C4 que es necesario tanto en la vía clásica como en la de las lectinas.
Las tres vías del complemento son cascadas en las que cada componente es activado, 
mediante hidrólisis, en dos fragmentos. Estos fragmentos son designados con los sufijos “a” y
“b”. Por ejemplo, C3 es escindida en dos fragmentos, C3a y C3b. Con la excepción de C2, los
fragmentos de mayor tamaño que resultan como productos de hidrólisis de las proteínas del
complemento son denominados “b” y los de menor tamaño “a”. Es importante resaltar que el
fragmento grande de C2 fue inicialmente denominado C2a y aún es llamado así en algunas
publicaciones.
Entre las numerosas funciones fisiológicas en las que participa el sistema del complemento
(Figura 4), destaca la opsonización de microorganismos por el componente C3b el cual, al
unirse a receptores específicos presentes en las células fagocíticas, facilita la fagocitosis
posterior. También es importante la inducción de la respuesta inflamatoria que está mediada 
por los componentes C3a, C4a y C5a (denominadas anafilotoxinas) que aumentan la 
permeabilidad y vasoconstricción vascular con lo que, además, favorecen la migración de las
células fagocitarias al sitio de infección (Walport, 2001a, b).
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Figura 4. Vías de activación del complemento. La activación del sistema del complemento pueden iniciarla tres
vías distintas que conducen a la producción de C3b (los primeros pasos). El C3b inicia los eventos tardíos de
activación del complemento, que culminan en la producción de péptidos que estimulan la inflamación (C5a) y en el
C9 polimerizado, que forma el complejo de ataque de la membrana, llamado así porque crea agujeros en la 
membrana plasmática. Se muestran las principales funciones de las proteínas más importantes producidas en
diferentes pasos.
3.1.2. La vía clásica
La vía clásica se activa por la unión antígeno-anticuerpo, mediante la región Fc de las IgGs, 
a los dominios globulares de la molécula hexamérica C1 (Figura 3) (Celik et al., 2001; Walport, 
2001a). C1q forma parte del complejo C1 junto con C1r y C1s. En la última década se ha
demostrado que la vía clásica también puede activarse, en ausencia de anticuerpos
específicos, por medio de las IgM naturales, las proteínas de fase aguda [CRP, el componente
amiloide del suero (SAP), o la pentraxina 3] y la lectina tipo-C, SIGNR-1 (Deban et al., 2008; 
Kang et al., 2006; Koppel et al., 2005; Yuste et al., 2007). Ratones deficientes en C1q muestran
una respuesta inmune notablemente alterada y un peor pronóstico, en un modelo de meningitis
(Rupprecht et al., 2007). Resultados similares se han obtenido con ratones que carecen de
SIGN-R1 (Kang et al., 2006). Además, se ha demostrado que la vía clásica del complemento
es una de las principales en la inmunidad innata frente a S. pneumoniae tanto en el ratón como
en los seres humanos, lo que confirma su importancia tanto en el reconocimiento del patógeno
como en su eliminación (Brown et al., 2002a; Yuste et al., 2008a).
3.1.3. La vía alternativa
La vía alternativa se activa por la unión covalente de pequeñas cantidades del componente
C3b a grupos hidroxilo de carbohidratos y proteínas de la superficie neumocócica (aunque
dicha unión no depende de un reconocimiento específico) (Schwaeble y Reid, 1999; 
Winkelstein et al., 1980; Winkelstein y Tomasz, 1978), generado espontáneamente por la
hidrólisis de C3, al factor B que es una serín-proteasa (Figura 4). Una vez producida esta
unión, el factor D se encarga de hidrolizar al factor B, para formar la convertasa de la vía 
alternativa, C3bBb, permitiendo de este modo la amplificación de la activación del
complemento. Esta vía se encuentra activada de forma constante, aunque de un modo muy
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débil. Sin embargo, existen reguladores negativos que, en determinadas ocasiones, pueden
interaccionar con C3b evitando así la formación de la convertasa C3bBb e impidiendo que se 
produzcan fenómenos de autoinmunidad. La importancia de la vía alternativa en la
opsonización de S. pneumoniae se puso en evidencia, además, en ratones con déficit de factor
D y B, (Brown et al., 2002a; Xu et al., 2001). Asimismo, ratones deficientes en factor B, son
más susceptibles a la otitis media producida por neumococo (Li et al., 2011; Tong et al., 2010).
3.1.4. La vía de las lectinas
La vía de las lectinas se inicia cuando las lectinas de unión a manosa (MBLs) o las ficolinas
se unen, de un modo dependiente de Ca2+, a carbohidratos que contienen residuos de N­
acetilglucosamina o manosa (Endo et al., 2011; Teizo et al., 2004). Las MBL, también
denominadas colectinas, son lectinas de tipo C que forman interacciones múltiples y cuya 
estabilidad depende de la distribución y geometría de los azúcares (Figura 4). Tanto las MBL 
como las ficolinas forman complejos con serín-proteasas tipo 2 (MASP-2) que permiten la 
formación de C4 y C2 originando, posteriormente, la misma convertasa de C3 producida a 
partir de la vía clásica. En el caso de neumococo, se ha observado que la ficolina L es capaz
de unirse a determinados serotipos de neumococo como el 11F, 11A y 11D, reconociendo
determinados componentes del CPS del serogrupo 11 ya que, en ausencia de la cápsula, no se 
observó ningún tipo de unión (Eisen, 2010; Krarup et al., 2005). Por su parte, la ficolina M se 
une al CPS de los serotipos 19A y 19F reconociendo, posiblemente, residuos de N­
acetilmanosamina (Kjaer et al., 2013). Debido a que las MBL tienen una estructura muy similar 
a C1q, se ha sugerido que también pueden unirse a CR1 y, en consecuencia, podrían existir
grandes paralelismos hasta ahora insospechados entre las vías clásica y de las lectinas en la 
activación del sistema del complemento estimulando directamente la fagocitosis (Wallis et al., 
2010). Hasta muy recientemente se aceptaba que la vía de las lectinas desempeñaba un papel
poco relevante en el desarrollo de la enfermedad neumocócica ya que, por ejemplo, los
polimorfismos en MBL, uno de los activadores principales de esta vía, no parecían estar
asociados con un mayor riesgo de ENI (Moens et al., 2006). No obstante, otras investigaciones
más recientes sí han encontrado una asociación entre la susceptibilidad a la ENI y la 
homocigosis para uno de los tres polimorfismos del gen MBL2 (Brouwer et al., 2009; Eisen, 
2010). Estudios recientes utilizando ratones deficientes en diversas lectinas, han confirmado 
que estos animales tienen una mayor susceptibilidad a la infección neumocócica (Ali et al., 
2012; Endo et al., 2012). Resultados similares han sido encontrados en humanos (García-
Laorden et al., 2013; Garnacho-Montero et al., 2012).
3.1.5. Opsonofagocitosis
La fagocitosis es el proceso en el que las células fagocíticas profesionales del sistema 
inmune, tales como, neutrófilos, macrófagos o células dendríticas, ingieren partículas sólidas, 
células muertas y agentes patógenos y las introducen al interior celular para posteriormente
proceder a su eliminación. En la fagocitosis microbiana, diferentes proteínas séricas
(opsoninas) se unen y reconocen a los patógenos para su eliminación (Marriott y Dockrell, 
2007). En este proceso, los fagocitos expresan receptores de alta afinidad para ciertas
opsoninas, como las moléculas de anticuerpos (inmunoglobulinas de tipo IgG, IgM, IgA) así
como las proteínas del complemento (C3b). 
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El proceso de fagocitosis se puede dividir en varios pasos. En primer lugar, tras el primer
contacto de los fagocitos con el patógeno invasor, se internalizan los microorganismos en
vacuolas derivadas de la membrana plasmática denominadas fagosomas. Después de la
escisión de la membrana, los fagosomas sufren un proceso complejo de maduración
fusionándose secuencialmente con endosomas y lisosomas y, finalmente, se originarían los
denominados fagolisosomas, unos orgánulos muy ácidos (pH 4.5) y ricos en hidrolasas que
degradan las bacterias internalizadas (Botelho y Grinstein, 2011; Fairn y Grinstein, 2012). En 
los fagolisosomas, los patógenos son eliminados por una combinación de mecanismos
oxidativos y no oxidativos (Dahlgren y Karlsson, 1999; Nauseef, 2007; Robinson, 2009; Urban
et al., 2006).
4. PREVENCIÓN Y TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD NEUMOCÓCICA
4.1. Prevención
4.1.1. Perspectiva histórica
Las primeras descripciones llevadas a cabo para prevenir el desarrollo de la ENI se basaron
en la utilización de estrategias profilácticas en la primera década del siglo XX incluso antes
mismo de que se demostrara que los polisacáridos capsulares bacterianos eran los que
verdaderamente conferían inmunogenicidad. En 1911, Almroth E. Wright y colaboradores
desarrollaron una vacuna que consistió en una mezcla celular de neumococos inactivados por
calor. De hecho, inicialmente inmunizaron trabajadores de una mina de oro de Sudáfrica, que
era un grupo poblacional con una alta incidencia de infecciones neumocócicas (Lister, 1916, 
1917; Maynard, 1915; Wright et al., 1914). Algo más tarde, se hicieron más pruebas incluyendo
militares de Estados Unidos. (Cecil y Austin, 1918). Lamentablemente, esta vacuna tuvo un
éxito muy limitado debido a una dosis inadecuada y a que sólo protegía frente a dos serotipos
de neumococo, principalmente debido a que, en aquellos tiempos, se desconocía la enorme
variabilidad serológica de neumococo. El mayor avance en este campo sucedió años más
tarde, gracias al aislamiento de los polisacáridos capsulares, (Heidelberger y Avery, 1923). 
Estos científicos fueron los pioneros en aislar e identificar la cápsula de neumococo como una
sustancia de naturaleza polisacarídica que cubría la superficie de la bacteria (Heidelberger y
Avery, 1924; Heidelberger et al., 1925). Gracias a estos hallazgos, se activó el desarrollo de
vacunas compuestas por polisacáridos capsulares purificados contra S. pneumoniae. 
El desarrollo de vacunas contra neumococo se basó en el hecho bien contrastado de que 
los anticuerpos frente a un serotipo capsular protegían de una infección posterior causada por
cepas del mismo serotipo o de serotipos que presentasen alguna reacción cruzada con aquel
(Avery y Goebel, 1933; Heidelberger, 1983; Lyall y Odell, 1939; Welch et al., 1939). Estos
trabajos culminaron con la elaboración de una vacuna antineumocócica 4-valente, basada en la 
combinación de CPS de los serotipos 1, 2, 5 y 7 (MacLeod et al., 1945). Sin embargo, con la
introducción de la penicilina (PEN) y sulfonamidas, el desarrollo de nuevas vacunas frente a 
neumococo perdió interés principalmente debido a la elevada eficacia de la terapia antibiótica 
(Austrian, 1981). Sin embargo en la década de los 60, Austrian y colaboradores observaron 
que, a pesar de la aparente eficacia terapéutica de la PEN in vitro, la neumonía neumocócica 
causaba más muertes en EE.UU. que ninguna otra enfermedad infecciosa (Austrian y Gold, 
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1964). Esta observación permitió al Instituto Nacional de la Salud (NIH) recomendar la
utilización de fondos gubernamentales para el desarrollo de vacunas frente a neumococo 
invirtiendo más de 6 millones de dólares para este fin. Este hecho, junto a la emergencia de
neumococos multirresistentes, dio lugar a un nuevo interés por la vacunación frente a 
neumococo.
4.1.2. Vacunas constituidas por polisacáridos capsulares
Como ya se ha expuesto, las primeras vacunas frente a neumococo se basaban en el CPS.
Debido a que ciertos serotipos eran los más frecuentes en el desarrollo de la ENI, se elaboró
una vacuna compuesta por los tipos capsulares más prevalentes, que en un principio constaba
de 14 (14-valente) (Austrian et al., 1976) y, más tarde, de 23 polisacáridos capsulares (PPSV
23). La actual vacuna polisacarídica 23-valente comercializada (Pneumovax®, Merck & Co. 
INC), contiene polisacáridos capsulares de los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 
11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. Esta vacuna reduce el riesgo de
infección sistémica en la población adulta y, de hecho, se utiliza en la actualidad en la
inmunización de adultos. Entre las principales limitaciones de esta vacuna es que no está
recomendado su uso para inmunizar a la población pediátrica, que son uno de los principales
grupos de riesgo de ENI, debido a la pobre inmunogenicidad que genera ya que los niños
menores de 2 años de edad, no responden a los polisacáridos capsulares por ser antígenos de
tipo T independiente (Pomat et al., 1994). 
4.1.3. Vacunas conjugadas
La vacuna neumocócica conjugada heptavalente (PCV7; Prevenar®, Pfizer) fue la primera 
vacuna conjugada que se comercializó para su uso en población pediátrica, Las vacunas
conjugadas, utilizan, como antígenos, oligosacáridos purificados de cada CPS siendo 2 g para 
los CPS de tipo 4, λV, 14, 18C, 1λF, 23F y 4 ȝg del 6B, que están conjugados individualmente 
de forma covalente con 20 ȝg de una fracción proteica (proteína portadora) para aumentar su
capacidad inmunogénica. Como proteínas transportadoras se pueden utilizar la CRM197, que es
una variante no tóxica de la toxina diftérica —una proteína de la membrana externa de
meningococo B — o el toxoide tetánico que son capaces de estimular la respuesta mediada por
linfocitos T por lo que sí generan memoria inmunológica. Esta unión del CPS a la proteína 
transportadora, transforma el comportamiento T-independiente del CPS en T-dependiente, lo
que posibilita una respuesta inmune efectiva a partir de los dos meses de vida y una memoria
inmune permanente (American Academy of Pediatrics  Committee on Infectious Diseases, 
2000; Lesinski y Westerink, 2001). La introducción de la vacuna PCV7 en el calendario vacunal
infantil de EE.UU. y Europa (2001 en España), permitió una rápida disminución tanto de los
casos de otitis media aguda (Fletcher y Fritzell, 2007) como los de ENI provocados por los
serotipos incluidos en la vacuna (Fenoll et al., 2009b). Sin embargo, la colonización por
neumococo no disminuyó significativamente debido a la aparición de un reemplazo de los
serotipos por serotipos no incluidos en la PCV7, en particular el producido por el serotipo 19A
cuya prevalencia en enfermedad infantil se incrementó considerablemente (Pilishvili et al., 
2010; Reinert et al., 2010). Para combatir este reemplazamiento de serotipos, se inició el
desarrollo de vacunas con una mejor cobertura, culminando en la comercialización de las
vacunas 10-valente (PCV10; denominada Synflorix™; GlaxoSmithKline) que incluyen los CPS
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de la PCV7 más los serotipos 1, 5 y 7F y la vacuna conjugada 13-valente (PCV13; Prevenar­
13®; Pfizer) que incluye los de la PCV7 más los serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A. Para 
incrementar la cobertura de serotipos, Merck ha desarrollado recientemente un vacuna 
conjugada 15-valente que contiene el CPS de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19A, 19F, 22F, 23F y 33F, conjugados a CRM197 y formulada con fosfato de aluminio como
adyuvante, aunque todavía está en fase de evaluación (Skinner et al., 2011).
Aunque aún es pronto para evaluar el impacto de las nuevas vacunas conjugadas PCV10 y
PCV13, existen evidencias que demuestran que son eficaces reduciendo el estado de portador
y la ENI excepto para el serotipo 3 (Fenoll et al., 2015). Sin embargo, el aumento de casos de
ENI producidos por serotipos no incluidos en la vacuna PCV13 están siendo cada vez más
frecuentes (Aguinagalde et al., 2015)
4.1.4. Proteínas neumocócicas como antígenos vacunales
Las principales limitaciones impuestas por las vacunas basadas en polisacáridos capsulares
bacterianos consisten en el restringido número de serotipos frente a los que protegen (los
incluidos en la misma y, en determinados casos, alguno más adicional con el que puede 
presentar reacción cruzada), así como el alto coste de cada dosis. Otro inconveniente es que
desde el punto de vista de su producción, el número de CPS diferentes que se pueden
conjugar es limitado y el fenómeno de “reemplazo de serotipos” por otros no presentes en la
vacuna es relativamente frecuente (Weinberger et al., 2011). Por ello, existen un gran interés
en la identificación y caracterización de posibles antígenos proteicos de neumococo que estén 
conservados en la gran mayoría de serotipos, que sean inmunogénicos y que los anticuerpos
generados sean protectores frente a la amplia diversidad de serotipos de neumococo en la 
lucha frente a la ENI. Sobre estas bases mencionadas, los principales estudios se han centrado 
en la caracterización de diversas proteínas que actúan como importantes factores de virulencia 
del microorganismo como posibles candidatas a vacuna (Plumptre et al., 2012).
A continuación, se menciona brevemente los principales hallazgos con las proteínas más
relevantes que se han caracterizado como candidatas a vacuna:
4.1.4.1. Neumolisina
La Ply fue la primera proteína de neumococo que se caracterizó como posible antígeno
vacunal, gracias a estudios realizados en los que se inmunizaron ratones con el toxoide 
purificado proporcionando protección frente a la neumonía invasiva producida por neumococos
virulentos (Paton et al., 1983). El principal mecanismo por el que se cree que los anticuerpos
frente a Ply son protectores es porque son capaces de neutralizar la toxina que se libera al
medio tras la lisis de neumococo. Aunque existen evidencias que sugieren que una 
determinada fracción de Ply está asociada a la pared celular (Price y Camilli, 2009; Price et al., 
2012), no hay suficiente información sobre si los anticuerpos frente a Ply participan en la 
eliminación a través del proceso de opsonofagocitosis. Un inconveniente que presenta es que a 
pesar de que la neumolisina es una proteína capaz de proteger en ratones, no es válida para 
su uso en humanos, debido a su elevada toxicidad. Para evitar este inconveniente, se han
construido versiones alteradas de la proteína que no están relacionadas con su toxicidad como
posibles antígenos vacunales (Alexander et al., 1994; Farrand et al., 2010; Kirkham et al., 2006; 
Mann et al., 2014; Paton et al., 1991). De este modo, la inmunización con una versión de la 
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proteína que contiene la mutación Trp433-Phe (denominada PdB) proporciona cierto grado de 
protección frente a diferentes serotipos de neumococo (Alexander et al., 1994). Otra versión 
truncada de la proteína denominada Pdt, con tres mutaciones puntuales (Cys428-Gly, Trp433­
Phe, and Asp385-Asn), que elimina por completo la actividad citolítica, también ha mostrado
actividad protectora frente a dos aislados clínicos del serotipo 1 de neumococo (Harvey et al., 
2011). Estas versiones modificadas de la proteína Ply, también podrían utilizarse como
proteínas transportadoras de CPS en vacunas conjugadas (Lee et al., 1994; Michon et al., 
1998; Paton et al., 1991). Estas vacunas conjugadas con estas proteínas, tendrían la ventaja 
de proporcionar anticuerpos frente al CPS y, además, anticuerpos frente a Ply por lo que
podrían proteger frente a neumococos de serotipos homólogos y heterólogos, evitando uno de
los principales problemas de las vacunas conjugadas como es su limitada protección debida a
la especificidad por el CPS.
Otra ventaja que tendría la inmunización con Ply es que los humanos son capaces de
producir respuesta de anticuerpos frente a Ply como consecuencia de la exposición natural al
microorganismo dentro del contexto de una infección o por colonización persistente, y, además,
la inmunización pasiva de ratones con anticuerpos frente a Ply de origen humano también
confirió cierto grado de protección, lo que sugiere que la Ply es inmunogénica en humanos
(Musher et al., 2000). De hecho, estudios recientes han mostrado la eficacia e inmunogenicidad 
de varios derivados de Ply en niños pequeños y adultos (Kamtchoua et al., 2013; Leroux-Roels
et al., 2014; Prymula et al., 2014). Sin embargo, es evidente que los estudios pre-clínicos
realizados hasta la fecha, indican que la utilización de derivados de Ply con fines profilácticos
no proporciona un grado de protección adecuado como para ser considerados en una futura
vacuna proteica constituida por un único antígeno vacunal, especialmente frente a aislados de
neumococo con alta capacidad virulenta. En este sentido, es importante destacar que el
mecanismo de protección de los anticuerpos frente a Ply es mediante neutralización de la 
actividad tóxica de Ply más que la estimulación del sistema inmune para eliminar al
microorganismo a través de los fagocitos profesionales.
4.1.4.2. Proteína A de superficie neumocócica 
PspA está expresada en todos los aislados de neumococo estudiados y, de hecho, fue la 
primera perteneciente a la familia de proteínas de unión a colina (CBPS, choline binding
proteins) que se caracterizó como posible candidata a vacuna (Hollingshead et al., 2006; 
McDaniel et al., 1987). El mecanismo de protección frente a la infección neumocócica, está
relacionado con la eliminación del microorganismo dependiente de la fagocitosis mediada por
el sistema del complemento. PspA participa en virulencia al interferir con este proceso
reduciendo la eliminación de neumococo de la circulación sistémica (McDaniel et al., 1987; Tu
et al., 1999) al impedir la activación del sistema del complemento en la superficie bacteriana (Li
et al., 2007; Ren et al., 2004). Un aspecto beneficioso que puede suponer la utilización de 
PspA como candidata a vacuna es que ha mostrado efectos protectores aditivos en 
combinación con otras proteínas frente a la colonización nasal, la otitis media aguda y la
infección invasiva (Briles et al., 2000a; Briles et al., 2000b; Briles et al., 2003; Kono et al., 2011; 
Melin et al., 2012; Ogunniyi et al., 2000; Ogunniyi et al., 2007; Wu et al., 1997). Además, al
igual que se ha demostrado con variantes de Ply, también podría conjugarse PspA con el CPS
mostrando efectos protectores en modelos murinos (Csordas et al., 2008; Perciani et al., 2013). 
Entre los principales inconvenientes de PspA como candidata a vacuna es que es una proteína
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polimórfica en la que se han descrito hasta 3 familias diferentes, y que los anticuerpos frente a 
PspA reaccionan con la miosina cardiaca humana pudiendo producir inflamación cardiaca y
fenómenos de autoinmunidad (Ginsburg et al., 2012; Ren et al., 2003). 
4.1.4.3. Proteína C de superficie neumocócica 
PspC es una proteína polimórfica que al igual que PspA también pertenece a la familia de 
las CBPS y presenta una estructura alélica muy variable (Brooks-Walter et al., 1999) (Dave et
al., 2001). La inmunización con PspC confiere protección en ratones frente a la ENI, y, además,
genera cierta protección cruzada con algunos dominios de PspA (Brooks-Walter et al., 1999; 
Ogunniyi et al., 2001). La vacunación con la región de la proteína PspC que está relacionada
con la unión a factor H, tan solo protege frente a la infección sistémica producidas por la cepa 
homóloga de la cual se purificó el antígeno vacunal (Ricci et al., 2011). La inmunización
intranasal con PspC ha mostrado cierto grado de protección frente al estado de portador
(Balachandran et al., 2002), pero no frente a la neumonía (Ferreira et al., 2009). Al igual que
PspA, la proteína PspC en combinación con otras proteínas de neumococo, permite alcanzar 
niveles de protección aditivos, aunque la actividad protectora varía en función de la cepa
infectante y de la vía de inoculación (Briles et al., 2000a; Briles et al., 2003; Ogunniyi et al., 
2000; Ogunniyi et al., 2007; Ogunniyi et al., 2001).
4.1.4.4. Autolisina 
LytA es la principal autolisina de neumococo y fue una de las primeras CBPS de las que se
caracterizó su función fisiológica (García et al., 1986; Höltje y Tomasz, 1976). La inmunización
de ratones con LytA purificada, proporciona cierto grado de protección frente a la ENI (Lock et
al., 1992). Sin embargo, aunque la protección conferida por la inmunización individual de LytA y
Ply fue similar para ambas proteínas, no se observó efecto aditivo o sinérgico cuando se
combinaron las dos proteínas (Lock et al., 1992). Además, la inmunización con LytA no
protegió frente a un mutante de Ply sugiriendo que el principal mecanismo por el que los
anticuerpos de LytA protegen se debe a que podrían impedir la liberación de Ply (Lock et al., 
1992). Recientemente, la inmunización intranasal con LytA mostró protección cruzada frente a 
diferentes serotipos en un modelo murino de colonización y ENI (Yuan et al., 2011a). Un
posible inconveniente es que se ha descrito que LytA puede presentar variación alélica lo que 
podría limitar su uso como posible candidata a vacuna (Gillespie et al., 1997).
4.1.4.5. Glucosaminidasa
La proteína LytB tiene actividad N-acetilglucosaminidasa y juega una función esencial en la
separación de células hijas durante el proceso de división celular (De las Rivas et al., 2002; 
García et al., 1999b). No se ha caracterizado en detalle el papel de esta proteína como posible
candidata a vacuna, aunque sí que se ha identificado la presencia de anticuerpos frente a LytB
en niños con otitis media aguda (Pichichero et al., 2012) y, además, se ha sugerido que los
anticuerpos anti-LytB pueden inducir protección frente a la infección neumocócica en modelos
murinos aunque el posible mecanismo por el que protege se desconoce (Wizemann et al., 
2001).
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4.1.4.6. Antígeno A de Superficie Neumocócica 
PsaA es una proteína altamente conservada por lo que podría ser un atractivo antígeno 
vacunal (Sampson et al., 1997). De hecho, la inmunización con PsaA induce una relativa 
protección frente a la colonización la ENI en modelos murinos (Briles et al., 2000a; Oliveira et
al., 2006; Talkington et al., 1996). Sin embargo, otros estudios muestran que la protección
mediada por PsaA es menor que la conferida por variantes truncadas de Ply frente a la sepsis
neumocócica (Gor et al., 2002; Ogunniyi et al., 2000). Uno de los principales inconvenientes de
PsaA como candidata a vacuna, es que no está expuesta en la superficie, y por ello, no genera
anticuerpos capaces de inducir opsonización, de modo que la interacción de PsaA con los
anticuerpos frente a esta proteína dependerá del grosor de la cápsula y por tanto, variará en 
función del aislado de neumococo y del serotipo (Ogunniyi et al., 2002). Una posible utilización 
de PsaA como antígeno vacunal sería frente a la colonización de la nasofaringe ya que, en este 
hábitat, neumococo produce poca cápsula y la expresión de proteínas es mayor. De hecho, la 
inmunización con PsaA redujo las tasas de colonización por neumococo (Briles et al., 2000a; 
De et al., 2000; Yan et al., 2009). Otro inconveniente con esta proteína es que se ha descrito
en otras especies del grupo mitis como Streptococcus mitis, Streptococcus oralis y 
Streptococcus anginosus lo que podría limitar su uso como antígeno vacunal específico frente 
a neumococo.
4.1.4.7. Lipoproteínas PiuA y PiaA
PiuA y PiaA son proteínas que están ampliamente conservadas entre los diferentes
serotipos y participan en patogénesis de un modo indirecto mediante la captación de hierro que
es esencial para la virulencia del microorganismo. La inmunización activa y pasiva con PiuA,
PiaA o la combinación de ambas, ha mostrado ser protectora frente a la infección sistémica en
modelos animales (Brown et al., 2001b; Ogunniyi et al., 2012). Los anticuerpos frente a estas
proteínas inducen la fagocitosis dependiente de complemento y bloquean la captación y el
transporte de hierro (Jomaa et al., 2005). Se ha descrito la presencia de niveles elevados de 
anticuerpos frente a PiuA y PiaA en sueros humanos procedentes de pacientes convalecientes
con sepsis neumocócica lo que sugiere que esta proteína es inmunógena en humanos (Whalan
et al., 2005).
4.1.4.8. Proteínas de la triada de histidinas
Las proteínas que pertenecen a la familia Pht se encuentran relativamente bien
conservadas en la población de neumococo (Adamou et al., 2001). La inmunización activa con
PhtA, PhtB, y/o PhtE mostró protección frente a la colonización de la nasofaringe (Zhang et al., 
2001), neumonía (Hamel et al., 2004), y sepsis (Adamou et al., 2001; Hamel et al., 2004) frente 
a aislados clínicos de varios serotipos. Los estudios de inmunización pasiva con estas
proteínas, sugieren que la opsonofagocitosis mediada por anticuerpos podría ser el principal
mecanismo de protección tras la vacunación con PhtB y PhtE (Hamel et al., 2004). De las
cuatro proteínas, PhtD se considera como la candidata más prometedora debido a que su 
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eficacia frente a la colonización es mayor y porque su nivel de conservación entre la población 
de neumococo es superior al de las otras proteínas de la familia Pht (Godfroid et al., 2011; 
Rioux et al., 2011). Sin embargo, la capacidad protectora de PhtD frente a la infección
sistémica por neumococo es moderada (Plumptre et al., 2013). 
4.1.4.9. Proteínas de superficie dependientes de sortasa
En este grupo de proteínas, existe una variedad de posibles antígenos vacunales que
participan en diferentes aspectos de la virulencia del microorganismo como se ha comentado 
previamente. La inmunización con proteína NanA ha mostrado ser relativamente protectora en
modelos animales de colonización (Tong et al., 2005) otitis media (Long et al., 2004) y frente a
la sepsis neumocócica en modelos de ratones jóvenes (Lock et al., 1988). Otra proteína de 
esta familia de la que hay algunas evidencias profilácticas sería la proteasa de IgA1. La
inmunización con esta proteína proporcionó un cierto grado de protección frente a la neumonía 
neumocócica (Audouy et al., 2007). Por último, las fimbrias o los pili, son otra clase de
proteínas dependientes de sortasa que podrían ser utilizadas como posibles candidatas a 
vacuna (Barocchi et al., 2006). El pili de neumococo contiene varias subunidades de proteínas
entre las que se encuentran RrgA (la principal subunidad), RrgB (la subunidad de la cola) y
RrgC (la subunidad de anclaje). De todas ellas, la subunidad RrgA utilizada como inmunógeno,
protege frente a los neumococos que producen pili (Moschioni et al., 2012; Moschioni et al., 
2010). El principal factor limitante de estas proteínas como candidatas a vacuna universal
frente a neumococo, es que tan sólo un 20-30% de los aislados clínicos, expresan pili (Basset
et al., 2007; Moschioni et al., 2010).
4.2. Tratamiento
4.2.1. Las lisozimas, un tipo de mureín-hidrolasas
Las lisozimas o N-acetilmuramidasas (EC 3.2.1.17) son hidrolasas que rompen
específicamente el enlace β-1,4- existente entre el MurNAc y el GlcNAc del peptidoglicano
bacteriano (es decir, el extremo reductor) (Figura 5). Las lisozimas se sintetizan tanto en
animales, como en plantas y bacterias, y forman parte de una de las familias de enzimas más
antiguas y eficaces de la naturaleza. Desde el punto de vista evolutivo, se originaron a partir de
genes de bacteriófagos y/o bacterias codificantes de enzimas líticas de pared que,
posteriormente, dieron lugar a todas las subfamilias conocidas (Masschalck y Michiels, 2003). 
De todas ellas, la más empleada y estudiada es la lisozima de clara de huevo (HEWL, Hen Egg
White Lysozyme).
4.2.2. Lisozimas presentes en S. pneumoniae y sus bacteriófagos
Las muramidasas o lisozimas codificadas por S. pneumoniae y sus bacteriófagos
pertenecen a la familia GH-25 de las glicosilhidrolasas (Felch et al., 1975; Lichenstein et al., 
1990). A este grupo pertenecen LytC, codificada por la bacteria, y las endolisinas Cpl-1, Cpl-7 y
Cpl-9, codificadas por los bacteriófagos Cp-1, Cp-7 y Cp-9, respectivamente. Todas ellas
dependen de la presencia de los residuos de PCho para su unión a la pared y su máxima
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actividad enzimática, con la excepción de Cpl-7 que presenta un módulo de unión a la pared
(CWBM, Cell Wall Binding Module) totalmente diferente al resto.
La endolisina Cpl-1 codificada por el fago Cp-1, tiene una masa molecular de 39.2 kDa y
difiere en sólo 10 aminoácidos (9 de ellos en el módulo catalítico) de la lisozima Cpl-9 (García
et al., 1990). En ambas endolisinas el CBD, situado en posición C-terminal, está formado por 6 
CBRs (Monterroso et al., 2005; Monterroso et al., 2008). Un caso único dentro de la familia es
Cpl-7. Esta lisozima tiene una masa molecular de 38.4 kDa, siendo capaz de hidrolizar 
indistintamente paredes que contengan colina o etanolamina. Estructuralmente, el módulo 
catalítico comparte un 85.6% de la secuencia con el de Cpl-1 (27 aminoácidos diferentes), 
mientras que el CWBM es absolutamente distinto y está formado por 3 repeticiones (CW_7)
idénticas no sólo en aminoácidos ―48 aminoácidos por repetición― sino también en
nucleótidos (Fig. 5).
4.3. Lisozimas con actividad antineumocócica
Una reciente estrategia antibacteriana ha sido la desarrollada por V. Fischetti, consistente 
en el uso de enzimas líticas fágicas, también denominadas endolisinas, lisinas o enzibióticos
(Fischetti, 2010). Estas enzimas están codificadas por bacteriófagos y rompen enlaces
específicos de la pared celular de la bacteria, provocando la lisis y, por tanto, la muerte
bacteriana. Además, aportan grandes ventajas frente a los antibióticos tradicionales, como su 
especificidad por el patógeno —evitando así la alteración de la microbiota normal— la baja 
posibilidad de desarrollar resistencia y su rápido efecto bactericida, entre otras (Pastagia et al., 
2013).
Figura 5. Representación esquemática de la organización modular de la principal autolisina de neumococo
LytA y algunas endolisinas. Los diferentes módulos han sido denominados como se indica en la base de datos
Pfam (versión 25.0) (Finn et al., 2010). Las regiones homólogas se indican con idénticos colores y sombreados. Las
cargas netas se representan ZCM, carga neta referida al módulo catalítico; Zlink, carga neta referida al linker; ZCWBM, 
carga neta referida al módulo de unión a sustrato; Ztotal, carga neta total.
Actualmente, se conocen diferentes enzimas fágicas con propiedades antimicrobianas
frente a S. pneumoniae: Cpl-1, Pal (Jado et al., 2003; Loeffler et al., 2003), Cpl-7 (Bustamante
et al., 2010) o Cpl-7S (Díez-Martínez et al., 2013). A pesar de que son exiguas las
publicaciones respecto a S. pneumoniae, también resulta interesante el estudio de sinergia
entre dichas enzimas y los antibióticos más utilizados en el tratamiento de infecciones
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neumocócicas. La sinergia se define como la interacción positiva entre dos compuestos cuando
son administrados de forma conjunta. Por ejemplo, se ha descrito en neumococo una
potenciación del efecto de la lisozima Cpl-1 al administrarse junto con gentamicina, 
daptomicina o cefotaxima (Djurkovic et al., 2005; Rodríguez-Cerrato et al., 2007; Vouillamoz et 
al., 2013). Asimismo, se ha demostrado un efecto sinérgico in vitro en cepas de estreptococo
entre las enzimas ȜSA2 y B30 (Schmelcher et al., 2015) y una potenciación in vivo del efecto
lítico entre las enzimas Pal y Cpl-1 (Jado et al., 2003).
Recientemente, se ha descrito la construcción de una endolisina quimérica de origen
sintético, Cpl-711, obtenida a partir de las lisozimas fágicas Cpl-1 y Cpl-7S y que presenta la
mayor actividad bactericida frente a neumococo descrita hasta el momento. Cpl-711 posee el
dominio catalítico de la endolisina Cpl-7S mientras el conector y el dominio de unión a pared
pertenecen a Cpl-1 (Figura 6) (Díez-Martínez et al., 2015). 
4.3.1. Fagoterapia y enzibióticos
La capacidad de los bacteriófagos de lisar a sus bacterias hospedadoras, su amplia
distribución y su elevada especificidad hicieron que estas entidades biológicas fueran
propuestas desde un principio como herramientas de control de la población bacteriana.
Figura 6. Representación esquemática de las lisozimas parentales y la quimera. Construcción de las lisozimas
sintéticamente a partir de sus fragmentos de DNA correspondientes.
Los primeros investigadores que utilizaron los fagos como agentes antimicrobianos fueron
Félix d’Hérelle y F.W. Twort en la primera década del siglo XX siendo capaces de demostrar las
placas de lisis que se producían cuando se añadían extractos obtenidos de aguas fecales a
cultivos bacterianos apropiados y a partir de entonces, la terapia fágica fue una práctica muy
común en EE.UU., Europa así como en la antigua URSS (Brussow, 2005; García y López, 
2002). Sin embargo, el escaso conocimiento de la biología de los fagos, la falta de resultados
concluyentes y el descubrimiento de los antibióticos hicieron que tanto en Europa occidental
como en EE.UU., se abandonara progresivamente esta estrategia. En cambio se mantuvo en 
Europa Oriental, especialmente en el Instituto Eliava de Tiflis (Georgia), donde siguieron
desarrollando técnicas para la obtención, purificación y selección de bacteriófagos utilizados
contra una variedad de infecciones bacterianas (Hanlon, 2007).
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La capacidad de los antibióticos para curar enfermedades infecciosas que en el pasado 
eran mortales está viéndose seriamente amenazada debido al incremento progresivo de cepas
multirresistentes. A esto se añade la dificultad de obtener nuevos fármacos dirigidos a nuevas
dianas terapéuticas. Debido a estos inconvenientes, hace algunas décadas se relanzaron los
estudios de terapia fágica sobre infecciones en animales con resultados esperanzadores
(Smith y Huggins, 1982, 1983). Se puede decir que a partir de estos ensayos la utilización de
fagos (o de sus productos) está viviendo una época de renovado interés científico y de gran 
esperanza para el tratamiento de ciertas infecciones recalcitrantes.
La terapia fágica es una estrategia basada en productos naturales, como son los viriones o 
alguno de sus productos codificados en el genoma fágico. Los viriones presentan 
características destacadas, entre ellas, la elevada especificidad (evitando así disbiosis y
desarrollo de infecciones secundarias), la inexistencia de efectos secundarios graves, así como 
un aislamiento fácil con costes de producción significativamente menores a los de otros
antibacterianos. No obstante, hay que tener en cuenta algunos inconvenientes que deben ser
seriamente considerados como la dificultad para obtener preparaciones de gran pureza, así 
como la conservación de los mismas (estabilidad/viabilidad) e incluso la búsqueda de
regulaciones específicas para productos basados en fagos ya que su farmacodinámica es
completamente distinta a la de cualquier otro fármaco (Fischetti, 2006; Fischetti et al., 2006; 
García y López, 2002; Mattey y Spencer, 2008; Parisien et al., 2008; Skurnik y Strauch, 2006).
El término “enzibiótico” fue acuñado hace algo más de 10 años como la fusión de “enzima” y
“antibiótico” (Nelson et al., 2001). Este concepto incluía inicialmente las endolisinas codificadas
por bacteriófagos que mostraban una elevada capacidad de degradar la pared celular y con
alto potencial antibacteriano, pero hoy en día se ha ampliado a toda clase de enzimas que,
independientemente de su origen, presenten actividad antibacteriana y/o antifúngica, péptidos
antimicrobianos e incluso enzimas que bloquean la síntesis del peptidoglicano (Biziulevicius et 
al., 2008). En los últimos años, numerosas proteínas pertenecientes a estos grupos han sido
objeto de estudio como posibles candidatos a enzibióticos (Donovan y Foster-Frey, 2008; 
Fischetti, 2006; Hermoso et al., 2007; Schuch et al., 2009).
Respecto a las endolisinas capaces de degradar la pared de neumococo, se ha demostrado
que tanto las enzimas fágicas Cpl-1 y Pal como la autolisina bacteriana LytA pueden actuar 
como antibacterianos eficaces y específicos en el tratamiento de las infecciones causadas por
neumococo, en modelos animales de infección (Jado et al., 2003; Loeffler et al., 2003; Loeffler
et al., 2001; Rodríguez-Cerrato et al., 2007). Además, Cpl-1 y Pal actuaban sinérgicamente
entre ellas y, en el caso de Cpl-1, la sinergia también se consigue con antibióticos clásicos
como la penicilina, moxifloxacino, gentamicina o la daptomicina (Djurkovic et al., 2005; 
Rodríguez-Cerrato et al., 2007; Vouillamoz et al., 2013). 
Los experimentos realizados con estos enzibióticos sólo han conseguido, hasta ahora,
resultados positivos en bacterias Gram-positivas debido, probablemente, a que las Gram­
negativas poseen una membrana externa que dificulta el acceso de estas enzimas a su diana
(Kropinski, 2006; Skurnik y Strauch, 2006). No obstante, se ha descrito recientemente un
ejemplo en el que se ha combinado la lisina con un transportador de membrana externa para 
solventar el inconveniente del acceso al peptidoglicano (Lukacik et al., 2012). Teniendo en
cuenta todas estas características, es previsible que el estudio de los enzibióticos cobre mayor
interés cada día, ya que estos compuestos ofrecen grandes posibilidades en la lucha contra las
infecciones bacterianas, especialmente las provocadas por cepas multirresistentes.
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5. MODELOS ANIMALES DE ENFERMEDAD NEUMOCÓCICA
En la investigación de las enfermedades infecciosas y su tratamiento es indispensable la
validación de los resultados obtenidos en condiciones in vitro mediante el uso de modelos
animales de experimentación. Gracias a estos modelos se han podido evaluar los diferentes
mecanismos implicados en patogénesis, determinando la eficacia de nuevos compuestos
antimicrobianos o caracterizando posibles dianas candidatas a vacunas (Chiavolini et al., 
2008). La elección tanto del modelo animal como de la cepa bacteriana debería ser
considerada de forma muy cuidadosa ya que hay distintos componentes que pueden afectar a
los resultados. 
En la actualidad existen diferentes modelos para analizar las enfermedades causadas por
las bacterias del género Streptococcus, desde los más sencillos como el uso de invertebrados
Caenorhabditis elegans (Jansen et al., 2002) o Galleria mellonella (Evans y Rozen, 2012), 
hasta el pez cebra (Danio rerio) del que se han documentado recientemente numerosos
estudios tanto en el animal adulto como en embriones (Rounioja et al., 2012). No obstante, el
modelo de ratón ha sido tradicionalmente el más usado para el caso de estreptococos
(Chiavolini et al., 2008; Daniel et al., 2010; Ramos-Sevillano et al., 2011). 
Las cepas consanguíneas (inbred) de ratas y ratones dan lugar a respuestas más uniformes
a los tratamientos experimentales debido a que presentan un sistema inmune más homogéneo.
Por esta razón, estos ratones han sido ampliamente empleados como modelos de infección,
vacunación y estudios de eficacia de nuevos compuestos. Entre ellas se incluyen las cepas de
ratones BALB/c, C57BL/6, DBA, y CBA. Sin embargo, las cepas no consanguíneas o “outbred”
dan lugar a la máxima heterogeneidad. Esta diversidad fenotípica puede ser de gran
importancia a la hora de imitar la variabilidad natural en respuesta a la infección y, por ello, se 
utilizan frecuentemente en modelos de patogénesis. En este grupo se incluyen las especies de
ratas Wistar y Sprague-Dawley, así como los ratones CD-1 o Swiss. El conejo blanco (New
Zealand) es la cepa de conejo más usada para inducir ENI. Finalmente, las chinchillas, jerbos y
cobayas, son comúnmente utilizados como modelos de experimentación en estudios de otitis
media. 
Al igual que ocurre con el hospedador y dependiendo de la cepa de neumococo utilizada,
existe una gran variabilidad en la infección causada por S. pneumoniae en los modelos
experimentales. Entre las cepas de neumococo más utilizadas en modelos de patogenicidad en 
todo el mundo destacan las cepas D39, serotipo 2 (Lanie et al., 2007) y la cepa TIGR4 de
serotipo 4 (Tettelin et al., 2002). La virulencia de neumococo, tanto en seres humanos como en
ratones, se ve afectada por el serotipo capsular. En general, los serotipos de neumococo 
asociados a resistencia antibiótica suelen ser mucho menos virulentos, en modelos animales, 
que los serotipos sensibles (Briles et al., 1992). Así, los neumococos de los serotipos 2, 3, 4, 5 
y 6 suelen ser virulentos en ratones, mientras que los de serotipos 9V, 14, 19 y 23 son
relativamente avirulentos (Benton et al., 1997).
Muy recientemente, se ha comenzado a utilizar voluntarios sanos en estudios de portadores
por neumococo (Ferreira et al., 2011; Gladstone et al., 2015; Gritzfeld et al., 2013). Estos
estudios pueden ser muy interesantes en un futuro pues suponen una fase intermedia entre la
utilización de modelos animales y los ensayos clínicos.
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S. pneumoniae es uno de los principales patógenos causantes de enfermedad invasiva en
todo el mundo y, además, coloniza la nasofaringe humana de forma habitual siendo un requisito
esencial para el proceso de patogénesis del microorganismo. En la actualidad existen dos tipos 
de vacunas frente a neumococo que están compuestas por diferentes polisacáridos capsulares
conjugados o no a una proteína transportadora y cuyo principal inconveniente es que protegen
frente a un número muy limitado de serotipos. Es por ello, por lo que la identificación y 
caracterización de proteínas de neumococo como posibles candidatas a vacuna es una
estrategia profiláctica que puede suponer un gran avance en la lucha contra la infección
neumocócica. 
Por otro lado, la aparición de aislados clínicos de neumococo con elevadas tasas de
resistencia antibiótica puede poner en peligro el tratamiento con los antibióticos utilizados
actualmente, lo que supone un importante riesgo en términos de salud pública. En este sentido,
el estudio de nuevas propuestas terapéuticas para erradicar la colonización del tracto
respiratorio, que es un proceso clave en el posterior desarrollo de enfermedad neumocócica
invasiva, podría convertirse en una estrategia terapéutica muy novedosa frente a las infecciones
producidas por S. pneumoniae.
Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, los objetivos que nos planteamos en esta
Tesis Doctoral son los siguientes:
1.	 Caracterizar la actividad inmunogénica de la proteína LytB como posible antígeno
vacunal.
2.	 Estudiar la actividad protectora de los anticuerpos generados frente a la proteína
LytB en modelos murinos de neumonía y sepsis neumocócica.
3.	 Determinar la capacidad de las enzimas líticas Cpl-1, Cpl-7S y Cpl-711 para
erradicar la colonización de neumococo del tracto respiratorio superior e inferior,
así como el estado de portador.
4.	 Investigar el efecto sinérgico de la combinación de Cpl-1 y cefotaxima frente a la
sepsis neumocócica en un modelo experimental murino. 
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1. CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO
1.1. Estirpes bacterianas, plásmidos, oligonucleótidos y anticuerpos
Además de Escherichia coli RB791 BL21 (DE3), las estirpes bacterianas, los plásmidos, los
oligonucleótidos y anticuerpos utilizados durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral están
detallados en las Tablas 2 a 6.
Tabla 2. Estirpes de S. pneumoniae utilizados en esta Tesis Doctoral 
ND: No determinado
Cepa Descripción Secuencia tipo Referencia/Origen
D48 Serotipo 23F ST 321 (Soriano et al., 2008)
69 Serotipo 19F ST 236 (Soriano et al., 2008)
957 Serotipo 3 ST ND LRN. CNM. ISCIII.
3498 Serotipo 8 ST 63 Domenech A AAC 
2014
M32 ΔlytA32 VTSP (NE) (Moscoso et al., 2010)
NE: No encapsulado debido a una deleción parcial en el locus capsular
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Tabla 3. Plásmidos y características de las proteínas y enzimas líticas
Proteína Vector Cepa Inducción pH kDa Coeficiente Referencia/Origen
Extinción
o enzima Molar M ­
lítica
1 cm -1 
LytB pRGR5
(pT7.7)
AmpR 
BL21
(DE3)
D.O600=0,8
IPTG
100µM ­
O/N
6,9 79,31 304360 (De las Rivas et 
al., 2002)
Cpl-1 PCIP100
(PIN-III­
A3) 
AmpR 
RB791 D.O600=0,6
20gr/l
lactosa/ 
37ºC
6,0 39,19 119875 (Sanz y García,
1990)
/18h
Cpl-7S pTRD750
(pT7.7)
AmpR 
BL21
(DE3)
D.O600=0,6
IPTG
0,1mM/ 
30ºC
6,0 38,58 68425 (Díez-Martínez et 
al., 2013)
O/N
Cpl-711 pTRD762
(pT7.7)
AmpR 
BL21
(DE3)
D.O600=0,6
IPTG
0,1Mm RT
O/N
6,0 39,11 126865 (Díez-Martínez et 
al., 2015)
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Tabla 4. Oligonucleótidos
Nombre Secuencia 5´→ 3´ 
LytB-up GAATGGGTAGAAGACAAGGGAGC
LytB-dn CCTTATCTAGCCATACGACACTACCTT
MLST - Multi Locus Sequence Typing
Aroe-up GCCTTTGAGGCGACAGC
Aroe-dn TGCAGTTCAGAAAACATATTTCTAA
Gdh-up ATGGACAAACCACGATCAGCTTT
Gdh-dn GCTTGAGGTCCCATGACTGATCCC
Gki-up GGC ATT GGA ATG GGA TCA CC
Gki-dn TCTCCCGCAGCTGACAC
Recp-up GCCAACTCAGGTCATCCAGG
Recp-dn TGCAACCGTAGCATTGTAAC
Spi-up TTATTCCTCCTGATTCTGTC
Spi-dn GTGATTGGCCAGAAGCGGAA
pt-up TTATTAGAAGAGCGCATCCT
Xpt-dn AGATCTGCCTCCTTAAATAC
Ddl-up TGCCTCAAGTTCCTTATGTGG
Ddl-dn CACTGGGTGAAAACCATGGC AT
39
 
  
 
 
   
 
     
         
         
        
      
            
         
        
          
        
        
         
  
  
 
  
  
   
 
 
 
  
  
 
 
  
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
  
 
  
     
      
    
 
 
  
  
 
 
Tabla 5. Anticuerpos utilizados y otros reactivos 
Compuesto Descripción Excitación/ Origen
Emisión (nm)
IgG total HRP
IgA HRP
IgG1 HRP
IgG2a HRP
IgG2b HRP
IgG3 HRP
C3b-FITC 
FAM-SE
Hoechst 33342 
Rodamina/Faloidina
C1q
Anticuerpo secundario
A
Anti-Ratón IgG (H+L) conjugado con
HRP (Cabra)
Anti-Ratón IgG (H+L) conjugado con
HRP (Cabra)
Anti-Ratón IgG1 (ˠ1 cadena especifica)
conjugado con HRP (Cabra)
Anti-Ratón IgG2a (ˠ2a cadena
especifica) conjugado con HRP (Cabra)
Anti-Ratón IgG2b (ˠ2b cadena
especifica) conjugado con HRP (Cabra)
Anti-Ratón IgG3 (ˠ3 cadena especifica)
conjugado con HRP (Cabra)
Anti-C3b ratón conjugado con FITC
(cabra)
5,6-carboxifluoresceína, succidinimil
éster
Colorante fluorescente de ADN
Colorante de actina-F
Anti-C1q ratón (conejo)
Anti ratón IgG conjugado con FITC 
(conejo)
Southern 
Biotech
Southern 
Biotech
Southern 
Biotech
Southern 
Biotech
Southern 
Biotech
Southern 
Biotech
495/519 	 Cappel (MP
Biomedicals)
rellenar
350/461 	 AnaSpec
554/573	 Invitrogen
Abcam
Southern 
Biotech
1.2. Medios y condiciones de cultivo
Las cepas de S. pneumoniae se multiplicaron en medio Todd-Hewitt (Oxoid, Inglaterra) 
conteniendo extracto de levadura al 0.5% (THY) y suplementado con 10% de suero bovino fetal
(SBF) o en placas de agar Mueller Hinton enriquecido con 5% de sangre desfibrinada de 
carnero (Oxoid). Para el cultivo de las cepas de S. pneumoniae (extracción de ADN) se utilizó 
rutinariamente el medio C ajustado a pH 8.0 (CpH8) (Lacks y Hotchkiss, 1960) suplementado o 
no con extracto de levadura (Difco) al 0.08% (C+Y). Las cepas se conservaron congeladas a – 
80°C en los diferentes medios de cultivo empleados, a los que se añadió glicerol al 10% (v/v)
(concentración final). A menos que se indique lo contrario, en el momento de sembrarlos, los
cultivos bacterianos se descongelaron e incubaron en los medios correspondientes a 37°C sin
agitación. La multiplicación de los cultivos de neumococo se siguió por turbidimetría a 550 nm
(A550) con un espectrofotómetro Thermo Scientific Genesys 20. Los cultivos de E. coli BL21
(DE3) se sembraron en medio LB (Sambrook et al., 1989), añadiendo agar al 1.5% (p/v) para
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cultivos en medio sólido. La concentración de antibiótico añadida al medio LB para el cultivo de 
cepas resistentes fue de 100 μg ml–1 para ampicilina (Amp). El crecimiento de los cultivos se 
siguió por turbidimetría a 600 nm (A600) con un espectrofotómetro Thermo Scientific Genesys
20.
1.3. Reactivos y productos
Los componentes de los medios de cultivo fueron suministrados por las casas comerciales
Difco, Oxoid, Pronadisa, Sigma-Aldrich, Merck y Becton Dickinson. La agarosa fue suministrada 
por Pronadisa. Se emplearon la seroalbúmina bovina (BSA) que se preparó al 10% en agua a 
pH 7.5, Los antibióticos (de las CMI y la AMP) así como los compuestos, o-fenildiamina, 
paraformaldehído, (PFA) y azul tripán fueron suministrados por Sigma-Aldrich. Los medios
utilizados para los cultivos celulares fueron RPMI 1640 con o sin rojo fenol (Invitrogen), 
glutamina (Invitrogen), penicilina-estreptomicina (Invitrogen) y HBSS (Invitrogen) con o sin Ca2+ 
y Mg2+. 
1.4. Concentración mínima inhibitoria (CMI)
La determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de los aislados clínicos se
llevó a cabo por la técnica de dilución en agar (Fenoll et al., 1991), de acuerdo con los criterios
del Instituto de Estándares del Laboratorio Clínico (CLSI). Los estudios de susceptibilidad
antibiótica fueron repetidos un mínimo de tres veces para cada cepa. Los aislados clínicos de
S. pneumoniae utilizados en esta Tesis Doctoral incluyeron, tal como muestra en la Tabla 6.
Tabla 6. CMIs (µg ml-1) de cada una las cepas para los diferentes antibióticos.
Cepas (serotipo)
Antibiótico/ 
Enzimas 48 (23F) 69 (19F) 957 (3) 3498 (8)
Amoxicilina (AMX)
Cefotaxima (CTX)
16 μg ml-1 
8 µg ml-1 
2 μg ml-1 
2 µg ml-1 
0,015 µg ml-1 
0,015 µg ml-1 
0,06 µg ml-1 
0,03 µg ml-1 
Cloranfenicol (CHL) 4 μg ml-1 4 μg ml-1 4 μg ml-1 4 μg ml-1 
Eritromicina (ERY)
Levofloxacino (LVX)
Tetraciclina (TET)
> 128 μg ml-1 
1 μg ml-1 
64 μg ml-1 
4 μg ml-1 
1 μg ml-1 
16 μg ml-1 
0,25 µg ml-1 
1 µg ml-1 
0,5 µg ml-1 
> 128 µg ml-1 
32 µg ml-1 
64 µg ml-1 
2. TÉCNICAS DE PROTEÍNAS
2.1. Producción y purificación de proteínas
Para la purificación de la proteína LytB y las lisozimas Cpl-1, Cpl-7S y Cpl-711 se siguió los
protocolos previamente descritos (Bustamante et al., 2010; de las Rivas et al., 2001, 2002; 
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Díez-Martínez et al., 2013; Díez-Martínez et al., 2015) con algunas modificaciones. Se partió de
un cultivo de E. coli BL21 (DE3) o RB791 conteniendo los plásmidos pCIP100, pTRD750 o
pTRD762 (Tabla 3) y se incubó en medio LB con Amp (100 μg ml−1) en agitación a 37°C hasta 
alcanzar una DO600 ≈ 0,8 (LytB) y 0,6 (Cpl-1, Cpl-7S y Cpl-711). En ese momento se añadió la
concentración de IPTG correspondiente para la inducción (Tabla 3). La incubación se siguió, en
agitación, tiempo y temperatura de acuerdo con cada proteína para evitar en lo posible la
aparición de cuerpos de inclusión (Tabla 3). Posteriormente, el cultivo se mantuvo en hielo 
durante 15 min y las células se recogieron por centrifugación a 10000 × g durante 10 min a
4°C, y se lavaron, repitiendo la centrifugación, con tampón fosfato sódico 20 mM, al pH 
correspondiente (Tabla 3) (Sánchez-Puelles et al., 1992). La lisis celular se realizó pasando la 
suspensión por una prensa de “French-Press“ a una presión de 8.3 MPa y se descartaron los
restos celulares con una centrifugación a 13 000 × g durante 20 min a 4°C. Los restos de DNA
del sobrenadante se precipitaron añadiendo sulfato de estreptomicina (0.6 mg/ml proteína
total). Tras incubar la mezcla durante 20 min a 4°C con agitación suave, se separó el
precipitado por centrifugación a 13000 × g durante 20 min a 4°C. La fracción soluble obtenida
se mantuvo en hielo. 
Para la purificación de LytB en DEAE-celulosa, la proteína retenida en la columna se eluyó
con tampón fosfato 20 mM pH 6,9 que contenía NaCl 1,5 M y cloruro de colina 2%. Las
diferentes fracciones obtenidas fueron medidas en el espectrofotómetro a 280 nm y aquellas en
las que se detectó proteína fueron analizadas mediante SDS-PAGE. Finalmente, las fracciones
escogidas fueron dializadas en tampón fosfato 20 mM pH 6,9 con el fin de eliminar el exceso 
de NaCl y colina. Para la purificación de las enzimas Cpl-1 y Cpl-711 se siguió la misma
metodología descrita anteriormente para este tipo de proteínas, basada en la purificación en un 
solo paso mediante una columna de DEAE-celulosa, que se comporta como cromatografía de
afinidad (Sanz y García, 1990). Para la purificación de la quimera Cpl-7S (una variante sintética
de Cpl-7), se siguió el mismo protocolo descrito (Bustamante et al., 2010; Díez-Martínez et al., 
2015) pero con algunas modificaciones. En este caso, para la lisozima Cpl-7S se añadió una
solución saturada de sulfato amónico preparada en tampón fosfato sódico 20 mM a pH 7.0. Las
proteínas precipitadas entre el 20 y el 35% (p/v) de saturación se dializaron y se separaron 
mediante cromatografía de intercambio iónico, en una columna de DEAE-celulosa previamente 
equilibrada con tampón sódico 20 mM a pH 6.0. A continuación, se pasaron concentraciones
crecientes de NaCl de 0.3 a 0.5 M y la Cpl-7S obtenida se eluyó a una concentración de NaCl
de 0.46 M de sal. Por último, se realizó un paso adicional de purificación mediante
cromatografía de exclusión por tamaño molecular (FPLC-AKTA) utilizando una columna
SuperosaTM12 o Superdex200 (16/60) en función del volumen y la concentración de la 
muestra a purificar.
2.2. Cuantificación de proteínas
La concentración de las proteínas del estudio se determinó midiendo la absorbancia a 280 
nm. La medida de la absorbancia se realizó en un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000
(Nanodrop Technologies®) utilizando como blanco la misma solución en la que estaban 
disueltas las proteínas. El grado de pureza de las muestras se determinó mediante el cociente 
de extinción A280/A290.
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2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en todos los casos en condiciones
desnaturalizantes en presencia de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) utilizando geles de 
poliacrilamida en placa (100  75  1 mm) a una concentración de 10, 12.5 o 15%, según los
experimentos. Las muestras se hirvieron durante 5 min en presencia del tampón de ruptura
(Tris-HCl 62.5 mM, pH 6.8; SDS al 2%, β-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de
bromofenol al 0.005%). Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y a 50 mA
(corriente constante), utilizando un tampón que contenía Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM y
SDS al 0.1%. Las proteínas empleadas como marcadores de masa molecular se adquirieron de 
Bio-Rad: miosina (200 kDa), β-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (97.4 kDa), BSA (66.2 
kDa), ovoalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbónica (31 kDa) e inhibidor de tripsina (21.5 kDa).
2.4. Tinción de proteínas con azul de Coomassie coloidal
Las proteínas se visualizaron mediante tinción de los geles con azul de Coomassie brillante 
R-250 (Bio-Rad®) al 0.25% (p/v), en metanol al 45% (v/v) y ácido acético al 10% (v/v) durante
10 min. Los geles se destiñeron en una solución de metanol al 45% (v/v) y ácido acético al 10%
(v/v) en agitación, hasta que las bandas resultaron claramente visibles (Swank y Munkres,
1971).
3. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR
3.1. Preparación de DNA cromosómico
El DNA cromosómico de S. pneumoniae se preparó utilizando un procedimiento descrito
previamente (Fenoll et al., 1994). Para ello, las células de un cultivo en C+Y (DO550 = 0.6–0.7)
(10 ml) se sedimentaron por centrifugación a 10000  g, utilizando un rotor SS-34 durante 5 min
a 4°C. El sedimento del cultivo se resuspendió en 0.4 ml de tampón de lisis (50 mM Tris-HCl, 
pH8.0, 30 mM EDTA, 0.4% Sarkosyl y 0.1% Tritón X-100) (Morrison et al., 1978), y se incubó a 
37°C hasta la lisis del cultivo. A los cultivos lisados se les añadió RNasa (100 mg ml –1) y se 
incubaron durante 1 h a 37°C y, posteriormente se añadió proteinasa K (100–200 g ml –1) 
continuándose la incubación durante 1 h a 37°C. Las proteínas restantes se eliminaron
mediante un tratamiento con fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1) y se centrifugó a 
12000  g durante 5 min. Para precipitar el DNA, se pasó la fase acuosa a un tubo limpio y se 
añadieron 0.1 volúmenes de 3 M acetato potásico, pH 4.8 y 2 volúmenes de etanol absoluto. La 
mezcla se mantuvo durante 20 min a −20°C y se sedimentó por centrifugación a 12000  g
durante 20 min a 4°C. Para eliminar las sales que podrían haber co-precipitado con el DNA, se
realizó un lavado con 1 ml de etanol al 70% y se centrifugó de nuevo a 4°C, 10 min. El DNA
sedimentado se dejó secar al aire para la eliminación completa del etanol de la muestra y se
resuspendió en tampón TE (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA).
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3.2. Electroforesis de ADN en geles de agarosa
Se utilizaron geles de agarosa al 0.7 o 1.5% en tampón TAE (Tris-HCl 40 mM, ácido acético 
20 mM, EDTA 2 mM, pH 8.1), utilizando el mismo tampón para el desarrollo de la electroforesis. 
A las muestras se les añadió 1/4 de su volumen de una solución compuesta por Ficoll 400 al
30% (p/v), azul de bromofenol al 0.2% (p/v), xilencianol al 0.2% y EDTA 40 mM (pH 8.0). La 
electroforesis se realizó a 100–150 V durante 60-90 min y, una vez finalizada, los geles se
tiñeron con bromuro de etidio (0.5 µg ml –1) o GelRed (Biotium) y los fragmentos de ADN se 
visualizaron con radiación ultravioleta. Como marcadores de tamaño molecular se utilizaron, 
según los casos, el ADN del fago ʎ digerido con BstEII (Amersham) la forma replicativa del
ADN del fago ʎ X174 digerido con HaeIII y el ADN monocatenario de M13mp18, así como los
marcadores de 1 kb y de 100 pb en escalera de New England Biolabs.
3.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciación del gen lytB
Para llevar a cabo la amplificación de fragmentos de ADN del gen lytB se empleó un equipo
Mastercycler gradient de Eppendorf y la enzima Phusion® (Biolabs©) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Los productos amplificados fueron llevados a cabo por la empresa
Secugen.
4. CARACTERIZACIÓN DE LA INMUNOGENICIDAD DE LytB DE S. pneumoniae
4.1. Obtención de sueros inmunes frente a la proteína LytB de neumococo para estudiar la 
respuesta inmunológica
Los ensayos de inmunización consistieron en la utilización de grupos de 5 ratones hembras
BALB/C (6-8 semanas de edad), inmunizados de forma independiente, por vía intraperitoneal
(ip), con 10 g de la proteína LytB purificada. Esta proteína se mezcló previamente en
proporción 1:1 con Alhydrogel® (Alum) compuesto por hidróxido de aluminio, (Invivo Gen; Vacci
GratTM) como adyuvante diluido al 2% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Se
incluyó un grupo control de ratones que fue inmunizado únicamente con el adyuvante en
ausencia de LytB. Todas las inmunizaciones se realizaron en los días 0, 7 y 14. A los 21 post­
inmunización se procedió a sacrificar a los animales con una dosis letal de pentobarbital® por
vía intraperitoneal (7 mg/ratón), obteniendo la sangre de los animales mediante punción
cardíaca. La sangre se mantuvo durante 2 h a 4C para, después, centrifugarla a 5000  g
durante 10 min con el fin de separar el suero. El suero obtenido se conservó en alícuotas que
se congelaron a 80ºC para su utilización posterior en diferentes ensayos in vitro.
4.2. Determinación de los niveles de Inmunoglobulinas G y subclases en el suero de los
animales inmunizados frente la proteína LytB
La cuantificación de los niveles de anticuerpos específicos de los sueros procedentes de
ratones inmunizados con Alhydrogel® en presencia o no de la proteína LytB se midió mediante
ensayos por inmunoabsorción ligados a enzimas (ELISA), usando placas de poliestireno de 96 
pocillos (Maxisorp Nunc®). Para tapizar la placa se utilizaron 10 µg/ml de la proteína LytB. Las
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placas se incubaron a 37°C durante 2 horas y se bloquearon con una solución de PBS que 
contenía 2% de BSA (Ramos-Sevillano et al., 2015). El exceso de solución bloqueante se
eliminó mediante 3 lavados con PBS-Tween al 0.1%, incubando las placas multipocillos
durante 2 h con los correspondientes sueros de los animales inmunizados. Como controles
negativos, se incluyeron un grupo control utilizando sueros procedentes de ratones
inmunizados solamente con Alum, y otro con suero procedente de animales no inmunizados
con la proteína del estudio ni tampoco con Alum (control de suero no inmune; SNI). Todos los
sueros se prepararon a partir de una dilución 1:10 en PBS realizando sucesivas diluciones
seriadas 1/2 en PBS. A continuación, las placas multipocillo se lavaron con PBS-Tween al 0.1%
y los diferentes pocillos se incubaron con el correspondiente anticuerpo conjugado con
peroxidasa durante 45 min a 37C que reconoce IgG total o determinadas subclases de IgG. 
Se realizaron lavados con PBS-Tween al 0.1% para retirar el exceso de anticuerpo conjugado y 
la detección de la señal se reveló utilizando el compuesto o-fenildiamina (Sigma®) (1 mg/ml) en 
solución de citrato/fosfato. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un lector de placas
(Anthos 2020) a 492 nm. La técnica de ELISA se realizó siempre por duplicado y los
experimentos se repitieron, a las menos, tres veces. 
5. ENSAYOS DE INTERACCIÓN CON EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO
5.1. Activación de la vía clásica del complemento 
La capacidad inmunogénica de los anticuerpos originados tras la inmunización con la
proteína LytB, se analizó mediante citómetro de flujo. En primer lugar, se determinó la 
activación de la vía clásica del complemento midiendo el primer componente C1q (Ramos-
Sevillano et al., 2015). Para ello, se incubaron 10 µl de una suspensión bacteriana que 
contenía 5  106 UFC con 10 µl de cada uno de los sueros descritos anteriormente diluidos al
50% en PBS durante 20 min a 37°C. Como controles negativos se utilizó PBS (control sin 
suero) así como suero procedente de ratones inmunizados únicamente con Alum diluido
también al 50% en PBS. Se realizaron 2 lavados con 200 µl de PBS-Tween-20 (0.1%) para
eliminar el componente C1q no unido a las bacterias y con el fin de detectar la unión al
componente C1q se incubaron las bacterias con 10 µl de anticuerpo policlonal de conejo anti
C1q de ratón diluido 1/100 en PBS-Tween-20 (0.1%) durante 2 h a 37°C. Tras dos lavados con
PBS-Tween-20 (0.1%), se añadieron 50 µl de anticuerpo secundario de conejo anti-IgG ratón
marcado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) (diluido 1/300 y se incubó durante 1 h en
hielo y oscuridad. Como en los pasos anteriores, se realizaron dos lavados con 200 µl de PBS­
Tween-20 (0.1%) con el fin de eliminar el exceso de anticuerpo no unido y, finalmente, se 
añadieron 50 µl de paraformaldehído (PFA) (Merck) al 3% en PBS. Se completó el volumen de
todas las muestras hasta 250 µl con PBS para su posterior análisis mediante citometría de flujo
utilizando el citómetro FACS Calibur (BD Bioscience) ajustando la concentración bacteriana en 
función de los parámetros tamaño y complejidad y adquiriendo, al menos, 25000 bacterias para
su estudio (Brown et al., 2002a; Ramos-Sevillano et al., 2015). Los ensayos se repitieron al
menos tres veces y los resultados se expresaron como índice relativo de fluorescencia (IRF) en
el que se analizó la proporción de bacteria positiva para la molécula estudiada y la intensidad 
de fluorescencia que permite determinar cuántas moléculas se unen por bacteria (Exley et al., 
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2005). El IRF se define como la proporción de células positivas para neumococo multiplicado
por la media geométrica de la intensidad de fluorescencia (Yuste et al., 2005).
5.2. Reconocimiento por el componente C3b del complemento
La unión de neumococo al componente C3b del complemento se determinó mediante 
citometría de flujo siguiendo un protocolo similar al descrito anteriormente para el componente
C1q. El proceso de opsonización consistió en incubar 10 µl de una suspensión bacteriana en 
PBS conteniendo 5 × 106 UFC con 10 µl de suero de ratón, diluido al 50% en PBS durante 20
min a 37°C. Los controles negativos fueron los mismos que en el componente C1q incluyendo
la incubación en PBS, así como en suero de animales inmunizados sólo con Alum. El
componente C3b no unido se eliminó mediante dos lavados con PBS-Tween-20 (0.1%). Para
detectar la unión de C3b a la superficie bacteriana, se añadieron 50 µl de anticuerpo policlonal
de cabra anti-C3b de ratón conjugado con FITC (Cappel - MP Biomedicals®) diluido 1/300 en 
PBS-Tween-20 (0.1%) incubando durante 30 min en hielo y oscuridad. Se realizaron dos
lavados para eliminar el exceso de anticuerpo no unido y, finalmente, se añadieron 50 µl de
PFA al 3% a temperatura ambiente para fijar la bacteria. Los ensayos se repitieron al menos
tres veces y los resultados se expresaron como índice relativo de fluorescencia (IRF), explicado 
anteriormente.
6. OPSONOFAGOCITOSIS
6.1. Marcaje de S. pneumoniae con FAM-SE
Con el fin de realizar estudios de opsonofagocitosis, se marcaron las bacterias con el
fluorocromo 5,6-carboxifluoresceína, succidinimil éster (FAM-SE) (Molecular Probes) (Romero-
Steiner et al., 1997). En primer lugar, las cepas se incubaron en medio THY a 37°C hasta una
DO550 de 0.6-0.7. A continuación, las bacterias se lavaron con tampón de bicarbonato sódico 
(0.1 M, pH 8.0), se añadieron 50 µl de FAM-SE (10 mg ml –1 en dimetilsulfóxido) en tampón de
bicarbonato sódico durante 1 h a 37°C y, posteriormente, se lavaron seis veces con HBSS
comercial que contiene calcio y magnesio. Los viales se conservaron a –80°C en medio THY al
que se le añadió 10% de glicerol para su posterior utilización en los estudios de 
opsonofagocitosis.
6.2. Fagocitosis mediada por neutrófilos polimorfonucleares
La fagocitosis mediada por neutrófilos se analizó mediante un ensayo de citometría de flujo,
utilizando las cepas de S. pneumoniae marcadas con FAM-SE y la línea celular HL-60 (CCL­
240; ATCC) diferenciada a granulocitos (Martinez et al., 1999) .
Las células diferenciadas se lavaron dos veces con HBSS (sin Ca2+ ni Mg2+ pero 
suplementado con 0.2% de BSA) y un lavado adicional con HBSS con Ca2+ y Mg2+ 
suplementado igualmente con 0.2% de BSA. Para realizar el recuento de células viables se 
utilizó un hematocitómetro y, mediante tinción con azul tripán (Sigma-Aldrich®), se visualizó la
proporción de células viables realizándose el experimento sólo cuando la viabilidad celular era 
superior al 95%. Las células se mantuvieron a 4°C hasta su utilización.
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Los experimentos de fagocitosis se realizaron utilizando placas multipocillo (Nunc®). En
primer lugar, se incubaron 106 UFC de bacterias marcadas con FAM-SE en 10 µl de suero 
inmune de ratón diluido 1/20 durante 20 min a 37°C y con agitación (150  g). A continuación,
se añadieron 105 células HL-60 diferenciadas incubándose durante 30 min a 37°C en agitación.
Finalmente, se añadieron 50 µl de PFA al 3% para fijar las células e inactivar las bacterias y se 
completó el volumen con 100 l de HBSS con Ca2+ y Mg2+ para su posterior análisis mediante 
citometría de flujo. Las muestras se transfirieron a tubos de citómetro y se guardaron en 
oscuridad hasta su análisis. Los experimentos se repitieron un mínimo de tres veces y, como
controles negativos, se utilizaron bacterias incubadas en HBSS o en suero procedente de 
animales inmunizados sólo con adyuvante. Los resultados se expresaron como índice relativo 
de fluorescencia (IRF) de fagocitosis, que se define como la proporción de células positivas que
contienen bacteria fluorescente multiplicada por la media geométrica de la intensidad de
fluorescencia (Yuste et al., 2010b).
7. CARACTERIZACIÓN DE LA MORFOLOGÍA DE NEUMOCOCO EN PRESENCIA DE
ANTICUERPOS FRENTE A LytB
El aislado clínico de S. pneumoniae 48 de serotipo 23F y la cepa mutante de S. pneumoniae
M32 ΔlytA - se incubaron hasta una DO550 = 0.4/0.5. Las suspensiones bacterianas (diluidas
1/100) se distribuyeron en placas multipocillo incubándose durante 4 h a 37ºC con diferentes
sueros de ratones de la estirpe BALB/C (diluidos 1/200). Los sueros que se probaron fueron
suero normal de ratones (SNR), suero de ratones inmunizados con Alum, suero de ratones
vacunados con Alum en presencia de 20 μg de LytB y suero de conejo inmunizado con LytB
(De las Rivas et al., 2002). Las muestras se analizaron utilizando un microscopio de contraste
de fases de Leica©. 
8. EXPERIMENTACIÓN ANIMAL
Todos los experimentos con animales contemplados en esta Tesis Doctoral cumplieron con
la normativa vigente sobre manejo y cuidado de animales en materia de experimentación y
bienestar animal según la legislación española (RD 53/2013 y RD 1201/2005) así como las 
regulaciones correspondientes de la Unión Europea (218/63/UE). Los experimentos en
animales realizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité de ética de la investigación
y de bienestar animal del ISCIII (CBA PA 52_2011-v2), por el Órgano encargado del bienestar 
animal del ISCIII (M-03-2015), así como por la Consejería de Medio Ambiente, administración
local y ordenación del territorio de la Comunidad Autónoma de Madrid (PROEX 218/15). Los
animales utilizados en esta Tesis Doctoral fueran criados en el animalario del ISCIII. Para los
experimentos de colonización de nasofaringe por neumococo se utilizaron ratones C57BL/6 
machos o hembras indistintamente de unas 8-12 semanas de edad. Los experimentos de
neumonía y sepsis neumocócica se realizaron utilizando ratones hembras BALB/C de unas 8­
12 semanas de edad,
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8.1. Determinación de la mínima dosis letal
Para determinar la mínima dosis letal (MDL), se inocularon grupos de 5 ratones BALB/C o 
C57BL/6 con una suspensión bacteriana en PBS o THY utilizando 50 l para la vía intranasal
(in) bajo anestesia con isofluorano ó 200 l para la vía ip. Se probaron diferentes
concentraciones bacterianas de los diferentes aislados clínicos descritos en la Tabla 2 para 
conocer la MDL de cada aislado clínico. Se utilizó PBS o THY como vehículo del inóculo en 
función de la virulencia del microorganismo ya que la presencia de THY favorece la virulencia
en las cepas de neumococo que son poco invasivas en modelos animales. Se determinó la
MDL que producía el 100% de mortalidad en un período de 7 días de seguimiento.
8.2. Pauta de inmunización para la obtención de suero con anticuerpos frente a LytB
Los ensayos de inmunización consistieron en la utilización de grupos de 10 ratones
hembras BALB/C (6-8 semanas de edad), inmunizados de forma independiente, por vía ip, con
20 g de la proteína LytB purificada mezcladas en proporción 1:1 con Alum como adyuvante 
diluido al 2% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Se incluyó un grupo control de
ratones que fue inmunizado únicamente con el adyuvante y un grupo de ratones inmunizados
con una mezcla de adyuvante y la proteína LytB de neumococo. Todas las inmunizaciones se
realizaron en los días 0, 7 y 14 (Pauta 1). La concentración de proteína utilizada como antígeno
en las inmunizaciones se decidió en función de la protección conferida en los diferentes
experimentos y según el aislado clínico estudiado (Plumptre et al., 2013). 
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8.3. Modelos murinos de protección frente a la enfermedad neumocócica
8.3.1. Modelo de protección en ratones frente a la neumonía neumocócica 
Para el modelo de neumonía, grupos de 5 o 10 ratones fueron inmunizados por vía ip según 
el protocolo descrito anteriormente (apartado 8.2.) A los 21 días tras la primera inmunización
los diferentes grupos inmunizados fueron inoculados por vía in, bajo anestesia con isofluorano
con 50 l de la correspondiente MDL de los aislados clínicos estudiados. Los animales fueron
observados diariamente anotando la muerte y supervivencia de los mismos, así como su
estado de salud durante un período de 7 días (Pauta 2). Además, se determinaron los
recuentos bacterianos a lo largo de los días a partir de una muestra de 6 µl de sangre obtenida 
de la vena de la cola de los animales infectados. Se realizaron diluciones seriadas de las
distintas muestras obtenidas y se sembraron en placas de agar sangre para determinar las
bacterias viables. Los experimentos se repitieron al menos tres veces. El límite de detección
más bajo fue de 102 UFC ml –1.
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8.3.2. Modelo de protección en ratones frente a la sepsis neumocócica 
La capacidad protectora de las diferentes proteínas de neumococo como antígenos
vacunales frente a la infección sistémica, se estudió en un modelo de sepsis neumocócica,
utilizando grupos de entre 5-15 ratones de la estirpe BALB/C. Los animales fueron inmunizados
conforme a la pauta de inmunización descrita en el apartado 8.2. A los 21 días post­
inmunización, los distintos grupos inmunizados fueron inoculados por vía ip con 200 l del
correspondiente MDL de los aislados clínicos estudiados (Pauta 3). Las tasas de muerte y
supervivencia, así como los recuentos de bacteria en sangre se determinaron a lo largo de 7
días siguiendo las directrices descritas en el apartado anterior. 
50
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
        
        
       
       
       
        
      
        
           
             
         
        
      
       
        
          
           
     
        
           
    
9. FAGOTERAPIA
9.1. Capacidad de los enzibióticos para eliminar a los neumococos adheridos al tracto 

respiratorio 

Para investigar el papel de los diferentes enzibióticos como posibles alternativas
terapéuticas en la eliminación de los neumococos adheridos al tracto respiratorio, se realizaron 
estudios de adhesión utilizando líneas celulares epiteliales humanas. Para ello, se incluyeron la 
línea de epitelio de nasofaringe Detroit 562 (D562) (CCL138; ATCC) y la línea de epitelio 
pulmonar A549 (CCL-185, ATCC) (Morey et al., 2011; Ramos-Sevillano et al., 2011). Las
monocapas de células se crecieron en frascos de cultivos, hasta alcanzar el 90–95% de 
confluencia, utilizando medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal
inactivado por calor, 1% de glutamina y 1 mM de piruvato sódico (Hendriksen et al., 2008). La 
noche anterior a realizar el experimento, las células se crecieron en placas de 24 pocillos
(Falcon®) con una densidad de 105 células por pocillo. El día del experimento (ensayos de
adhesión), las células se infectaron por triplicado con los aislados bacterianos en una 
proporción de 2  106 cfus y se incubaron a 37°C durante 1 h, en presencia de 5% de CO2. Por 
último, los pocillos infectados se lavaron con PBS (pH 7.3). Para investigar la actividad
terapéutica mediada por los enzibióticos del estudio, las células previamente infectadas durante 
1 h se lavaron cinco veces con PBS para eliminar la bacteria no adherida y se incubaron
durante una hora adicional en medio de cultivo RPMI 1640 que contenía PBS para el grupo
control (placebo) y diferentes concentraciones (1, 5 y 10 μg/ml) de los enzibióticos Cpl-1, Cpl­
7S o Cpl-711 y, además, se incluyó AMX para comparar la eficacia del tratamiento para poder
comparar los resultados con un antibiótico de uso común como es la AMX. Finalmente, las
células se lavaron cinco veces con PBS y se lisaron con 300 µl de una solución conteniendo
0,025% de saponina-PBS durante 10 min (Ramos-Sevillano et al., 2015). Para calcular la
51
 
  
      
        
         
           
  
 
 
 
 
         
         
       
        
         
        
      
       
        
           
            
        
         
        
       
     
          
      
           
         
      
       
 
 
 
 
 
       
    
        
       
        
       
    
       
  
        
         
proporción de bacterias recuperadas de las células infectadas, se llevó a cabo el
correspondiente recuento de viables. Los experimentos se repitieron tres veces y los resultados
se expresaron como la proporción de bacterias recuperadas de las células (D562 o A549) con
los diferentes tratamientos en comparación con los grupos control de células infectadas pero
tratadas con PBS como placebo. 
9.1.1. Microscopía confocal
La microscópica láser confocal (CLSM) fue utilizada en esta tesis para observar la adhesión
del neumococo en las células del epitelio de nasofaringe y pulmonar humano, así como el
efecto terapéutico tras la administración de diferentes enzibióticos. Para ello, las monocapas de
células se crecieron previamente en placas multipocillos que contenían cristales de 13 mm de
diámetro (VWR international) con el fin de que las células se fijaran a los mismos durante al
menos 18-24h. El día del experimento, los pocillos se infectaron y procesaron como se ha
descrito en el apartado anterior, pero utilizando cepas fluorescentes de S. pneumoniae
previamente marcadas con FAM-SE siguiendo el protocolo descrito en el apartado 6.1. Se 
analizó únicamente la concentración de 10 g/ml de los enzibióticos Cpl-1, Cpl-7S o Cpl-711
utilizando PBS como placebo para el grupo control. Tras 1 h de tratamiento, los cristales que
contenían las células infectadas se lavaron 3 veces con PBS, y se fijaron con 3% de PFA
durante 10 min a temperatura ambiente. A continuación, se lavaron dos veces con PBS y se 
resuspendieron en 1 ml de una solución 1 M de NH4Cl en PBS. Para la tinción del DNA celular, 
así como del citoesqueleto de actina, los cristales con las células infectadas, se lavaron dos
veces con una solución de PBS-saponina al 0,1% seguido de un lavado con PBS. Los cristales
se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad con la solución de marcaje
celular que estaba compuesta por Hoechst (Invitrogen™) diluido 1/2500 para la tinción del ADN 
celular, así como de rodamina-faloidina (Invitrogen™) diluido 1:200 para la detección del
citoesqueleto de actina. Por último, los cubreobjetos se lavaron dos veces en PBS que
contenía 0,1% de saponina, una vez en PBS, y una vez en agua y se montaron con Aqua
Poli/Mount (Polysciences©). Las muestras se analizaron con un microscopio confocal SP5 de 
Leica© utilizando el software (LAS-AF) (Ramos-Sevillano et al., 2015; Ramos-Sevillano et al., 
2016).
9.2. Capacidad de los enzibióticos para erradicar el estado de portador en un modelo murino 
de colonización de nasofaringe
Se determinó la posible actividad terapéutica de los diferentes enzibióticos en la
erradicación del estado de portador inducido por neumococo. Se estableció un modelo murino 
de colonización de nasofaringe, utilizando el aislado clínico 48 (serotipo 23F), que es
multirresistente y, por tanto, de gran interés desde el punto de vista terapéutico. Se utilizaron
grupos de al menos cinco ratones, bajo anestesia con isofluorano, a los que se inoculó por vía 
intranasal una suspensión bacteriana con 107 UFC (en un volumen de 10 µL) de este aislado
de neumococo. El tratamiento se inició 40 h después de la inoculación bacteriana y consistió en
la administración de 50 l de una dosis de 10 µg/ratón por vía intranasal, administrando 50 l 
de PBS como placebo al grupo control.
Además, se utilizó el aislado clínico 69 (serotipo 19F) que también es multirresistente. El
procedimiento fue similar al descrito con el aislado 48. Se incluyó AMX (10 µg/ratón) como
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control de antibiótico convencional y los tratamientos consistieron en la administración de una
única dosis de 10 µg/ratón de los enzibióticos Cpl-1, Clp-7S y Cpl-711 y, además, por otro lado,
también se analizó en paralelo la terapia con una dosis diaria durante tres días, administrando
los compuestos a las 24h, 48h y 72h.
Los animales fueron sacrificados a las 5 h después del último tratamiento. Para determinar
los niveles de bacteria en la nasofaringe, se recogió el líquido procedente del lavado 
nasofaríngeo, realizando diluciones seriadas de las distintas muestras obtenidas, y se 
sembraron en placas de agar-sangre para determinar las bacterias viables.
9.3. Combinación de enzibióticos y antibióticos de amplio espectro frente a la sepsis
 
neumocócica en un modelo murino.
 
Se analizó la capacidad del enzibiótico Cpl-711 para proteger de forma sinérgica o aditiva 
frente a la sepsis neumocócica en presencia de cefotaxima (CTX) como antibiótico β-lactámico
de amplio espectro. Para ello, grupos de 10 ratones hembras BALB/C fueron inoculados con la
MDL del aislado clínico 48 (serotipo 23F) y una hora después, los animales fueron tratados por
vía subcutánea con Cpl-711 (4 g/ratón) o CTX (25 mg/kg), o bien con una solución que
contenía Cpl-711 (4 g/ratón) o CTX (25 mg/kg) de forma combinada. Al grupo control se le
administró el mismo volumen por vía subcutánea, pero de PBS como placebo. Los animales
fueron observados diariamente anotando la muerte y supervivencia de los animales, así como
su estado de salud durante un período de 7 días. Además, se determinaron los recuentos
bacterianos a lo largo de los días a partir de una muestra de 6 µl de sangre obtenida de la vena 
de la cola de los animales infectados. Se realizaron diluciones seriadas de las distintas
muestras obtenidas y se sembraron en placas de agar sangre para determinar las bacterias
viables. Los experimentos se repitieron al menos tres veces. El límite de detección más bajo 
fue de 102 UFC ml –1.
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1. LA UTILIZACIÓN DE LA PROTEÍNA LytB DE Streptococcus pneumoniae COMO
POSIBLE ANTÍGENO VACUNAL FRENTE A LA ENFERMEDAD NEUMOCÓCICA INVASIVA
La prevención de la ENI es una de las principales prioridades en salud pública debido a las
elevadas tasas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, especialmente en los países en
vías de desarrollo (O'Brien et al., 2009). Sin embargo, una de las mayores desventajas del uso 
de vacunas basadas en polisacáridos capsulares es la enorme variabilidad de la población
neumocócica con hasta 96 serotipos diferentes descritos hasta la fecha (Park et al., 2015). Si a 
esta limitación se le suma que el intercambio de cápsula conocido como “switching” capsular es
un fenómeno que ha sido descrito tras la introducción de las actuales vacunas conjugadas,
hace que nos encontremos ante una situación de elevado riesgo y preocupación ya que 
muchas de los aislados clínicos que estén emergiendo pueden evitar la inmunidad inducida por
la vacuna debido a la adquisición de genes capsulares procedentes de serotipos que no están
incluidos en la vacuna (Aguinagalde et al., 2015; Brueggemann et al., 2007; Golubchik et al., 
2012). Para evitar estos problemas, una posibilidad sería la caracterización de nuevas vacunas
basadas en proteínas de neumococo que puedan proteger frente a diferentes serotipos. En
este primer objetivo de Tesis Doctoral, se analizó la actividad inmunogénica de la proteína LytB
como posible candidata a vacuna, así como su mecanismo de protección y su capacidad para
conferir protección frente a la neumonía y sepsis neumocócica. 
1.1. Cuantificación de inmunoglobulinas totales y subtipos en sueros de ratones BALB/c
después de la inmunización con LytB
Se analizó mediante la técnica de ELISA la respuesta de IgG predominantes en sueros de
ratones de la estirpe BALB/c después de la inmunización con el adyuvante Alum o con la 
proteína LytB en presencia de Alum. La cuantificación de las diferentes inmunoglobulinas se
determinó en suero normal de ratones no inmunizados (SNR), suero de ratones inmunizados
solamente con adyuvante (Alum) y suero de ratones inmunizados con la proteína LytB en
presencia de Alum (LytB). Las inmunoglobulinas que se caracterizaron fueron las IgG totales,
IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgA.
Los resultados de este estudio demostraron que los sueros de los ratones inmunizados con 
LytB tenían una elevada respuesta de IgG total en comparación a los sueros de ratones
inmunizados con Alum y a los no inmunizados (Fig. 7). La vacunación con LytB indujo niveles
constantes de IgG, predominantemente de las subclases IgG1 e IgG2b (Figs. 7B y 7D)
seguidos de IgG2a e IgG3 (Figs. 7C y 7E). En general, estos resultados indican que la proteína 
LytB de neumococo es una proteína inmunogénica, capaz de conferir anticuerpos IgG de
diferentes subclases y que, además, podrían ser funcionales a nivel de respuesta inmune 
protectora.
Por último, se midieron los niveles de IgA en el suero de los ratones vacunados por vía 
intraperitoneal con Alum o con LytB en presencia de Alum confirmando la presencia de una
ligera respuesta de IgA a nivel sistémico (Fig. 7F). 
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Fig. 7. Titulación de anticuerpos utilizando la técnica de inmunoensayo ELISA después de la
inmunización con aluminio o LytB en presencia de Alum. Las inmunoglobulinas analizadas fueron IgG total
(A), IgG1 (B), IgG2a (C), IgG2b (D), IgG3 (E) e IgA (F). Los anticuerpos específicos se midieron en suero normal
de ratón no inmunizado (línea gris), sueros de ratones inmunizados con Alum (línea roja) y sueros de ratones
inmunizados con una mezcla de 20 µg de LytB en presencia de Alum (línea verde). Las barras de error
representan la desviación estándar y los asteriscos indican los resultados que son estadísticamente
significativos (test t de Student de dos colas; *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).
1.2. Caracterización de la activación del sistema del complemento mediada por anticuerpos
anti-LytB
El sistema del complemento es un componente importante de la respuesta inmune del
hospedador contra los patógenos invasores tales como S. pneumoniae. La inmunidad del
complemento está fuertemente iniciada por los anticuerpos IgG que conducen a la activación 
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de la vía clásica que es la cascada dominante del complemento frente a patógenos
bacterianos, tales como S. pneumoniae (Brown et al., 2002b; Yuste et al., 2008b).
Para ello, se analizó la activación de los componentes C1q y C3b en la superficie bacteriana
de neumococo analizando al menos dos aislados clínicos de neumococo diferentes
pertenecientes a distintos serotipos. Las bacterias fueran incubadas con Alum (control) o una
mezcla de suero anti-LytB siguiendo la metodología descrita en Material y Métodos. En el caso 
de la determinación de C1q se analizó su interacción con aislados clínicos de los serotipos 3 y
23F. La incubación de estos aislados con sueros procedentes de ratones inmunizados con la
proteína LytB originó un incremento en el reconocimiento por C1q de los serotipos 3, y 23F en
comparación a la incubación con el suero control, tal y como se muestra en la figura 8. Estos
resultados indican que la vacunación con LytB origina anticuerpos capaces de activar la vía 
clásica del complemento frente a S. pneumoniae (Fig. 8).
Fig. 8. Activación de la vía clásica del complemento mediada por LytB. (A) Depósito de C1q de ratón en la
superficie del aislado clínico del serotipo 3 de S. pneumoniae usando citometría de flujo. Sueros de ratones
inmunizados con Alum (barra roja); Suero de ratones inmunizados con una mezcla de la proteína LytB (20µg) en
presencia de Alum (barra verde). (B) Ejemplo de un histograma de citometría de flujo para el depósito de C1q en
una cepa del serotipo 3. (C) El reconocimiento por el componente C1q de ratón del aislado clínico del serotipo 23F
de S. pneumoniae usando citometría de flujo. Sueros de ratones inmunizados con Alum (barra roja); Suero de 
ratones inmunizados con una mezcla de la proteína LytB (20µg) en presencia de Alum (barra verde). (D) Ejemplo
de un histograma de citometría de flujo para el depósito de C1q en una cepa del serotipo 23F. Los resultados se
expresan como % del índice relativo de fluorescencia. Las barras de error representan las desviaciones estándar y
los asteriscos indican los resultados que son estadísticamente significativos comparando LytB con el grupo de
Alum. (Test t de Student de dos colas; *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).
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Una vez que se confirmó que los anticuerpos frente a la proteína LytB son capaces de
estimular la activación de la vía clásica del complemento, el siguiente objetivo consistió en 
determinar si este mayor depósito de C1q en la superficie de neumococo debido a los
anticuerpos anti-LytB serían capaces de activar el reconocimiento por el componente clave 
C3b. Para ello, se incubaron aislados clínicos de neumococo pertenecientes a 3 serotipos
diferentes como fueron los serotipos 3, 8 y 23F en presencia de suero no inmune, suero
procedente de animales inmunizados con Alum y suero procedente de animales vacunados
con LytB en presencia de Alum. La inmunización con LytB originó anticuerpos capaces de
activar el reconocimiento por el componente C3b en la superficie de todos los aislados
analizados, confirmando que la vacunación con LytB induce la activación de la inmunidad
mediada por el sistema del complemento frente a diferentes aislados clínicos de Streptococcus
pneumoniae (Fig. 9).
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Figura 9. El reconocimiento de S. pneumoniae por el componente C3b del complemento. (A) Depósito de C3b de
ratón en la superficie del aislado clínico del serotipo 3 de neumococo usando citometría de flujo. Sueros de ratones
inmunizados con Alum (barra roja); Suero de ratones inmunizados con una mezcla de la proteína LytB (20µg) en
presencia de Alum (barra verde). (B) Ejemplo de un histograma de citometría de flujo para el depósito de C3b en una cepa
del serotipo 3. (C) El reconocimiento por el componente C3b de ratón del aislado clínico del serotipo 8 de neumococo
usando citometría de flujo. Sueros de ratones inmunizados con Alum (barra roja); Suero de ratones inmunizados con una
mezcla de la proteína LytB (20µg) en presencia de Alum (barra verde). (D) Ejemplo de un histograma de citometría de flujo
para el depósito de C3b en una cepa del serotipo 8. (E) El reconocimiento por el componente C3b de ratón del aislado
clínico del serotipo 23F de S. pneumoniae usando citometría de flujo. Sueros de ratones inmunizados con Alum (barra
roja); Suero de ratones inmunizados con una mezcla de la proteína LytB (20µg) en presencia de Alum (barra verde). (F)
Ejemplo de un histograma de citometría de flujo para el depósito de C3b en una cepa del serotipo 23F. Los resultados se
expresan como % del índice relativo de fluorescencia. Las barras de error representan las desviaciones estándar y los
asteriscos indican los resultados que son estadísticamente significativos comparando LytB con el grupo de Alum. (Test t
de Student de dos colas; *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).
1.3. La inmunización con LytB induce la opsonofagocitosis de S. pneumoniae
Los anticuerpos producidos tras la inmunización con LytB activan el proceso de
opsonización y pueden contribuir a la defensa del hospedador mediante la inducción de la 
opsonofagocitosis bacteriana.
Para investigar esta posibilidad, se realizaron experimentos de fagocitosis médiate citómetro 
de flujo. Se utilizó la línea celular humana HL-60 diferenciada a granulocitos, que es una línea 
celular ampliamente utilizada en todo el mundo para medir la fagocitosis inducida por los
anticuerpos generados con las actuales vacunas conjugadas frente a neumococo (Romero-
Steiner et al., 1997). 
Estos experimentos fueron realizados utilizando los aislados clínicos del serotipo 3, 8 y 23F 
de S. pneumoniae (Fig. 10). Estas cepas se marcaron en primer lugar con el fluorocromo FAM­
SE y se incubaron con sueros de ratones inmunizados solamente con Alum o sueros de
ratones inmunizados con la proteína LytB en presencia de Alum. Como controles negativos, se
incluyeron bacterias incubadas con HBSS para evaluar el nivel de fagocitosis sin componentes
del suero. En ausencia de complemento (control HBSS), la fagocitosis se redujo en 
comparación con el grupo de Alum y este bajo nivel de fagocitosis mucho más marcado si se
compara frente al suero con anticuerpos anti-LytB confirmando la importancia de la presencia
de componentes del complemento en la fagocitosis mediada por los anticuerpos generados
frente a la proteína LytB (Figura 10). Por el contrario, el nivel de fagocitosis fue
61
 
  
        
           
         
   
  
             
                
                    
                  
                  
                    
                 
                 
              
             
significativamente mayor cuando las bacterias se incubaron en suero procedente de animales
inmunizados con LytB en comparación al grupo de Alum y al control de HBSS (Figura 10).
Estos resultados confirman que la vacunación con LytB induce anticuerpos capaces de
estimular la fagocitosis de neumococo.
Figura 10. Opsonofagocitosis (OP) por citometría de flujo. En estos ensayos se utilizó la línea celular HL-60
diferenciada a neutrófilos polimorfonucleares. Los aislados clínicos de S. pneumoniae se incubaron con HBSS (barra gris),
o con sueros de ratones inmunizados con Alum (barra roja) o bien con sueros de ratones inmunizados con la proteína LytB
(20µg) en presencia de Alum (barra verde). (A) OP de un aislado clínico del serotipo 3. (B) Ejemplo de un histograma de
citometría de flujo de OP de la cepa del serotipo 3. (C) OP del aislado clínico del serotipo 8. (D) Ejemplo de un histograma
de citometría de flujo de OP de la cepa del serotipo 8. (E) OP del aislado clínico del serotipo 23F. (F) Ejemplo de un
histograma de citometría de flujo de OP de la cepa del serotipo 23F.Los resultados se expresan como % del índice relativo
de fluorescencia. Las barras de error representan la desviación estándar y los asteriscos indican los resultados que son
estadísticamente significativos comparando el grupo inmunizado con la proteína LytB con el grupo de Alum. (Test t de 
Student de dos colas; *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).
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1.4. Los anticuerpos anti-LytB aumentan la longitud bacteriana 
Teniendo en cuenta que la proteína LytB participa en la separación de las células hijas y por
tanto en la división celular, una posibilidad es que los anticuerpos generados frente a la 
proteína LytB tras el proceso de inmunización podrían afectar a la función fisiológica de esta 
proteína alterando este proceso de separación celular. Con objeto de analizar esta hipótesis, se 
investigó el impacto de la inmunización con LytB en la morfología de S. pneumoniae. Para este 
ensayo, el aislado clínico del serotipo 23F se incubó durante 4 horas a 37ºC con diferentes
sueros; incluyendo suero normal de ratón no inmunizado (SNI), sueros de ratones inmunizados
con adyuvante (Alum) y sueros de ratones inmunizados con 20µg de LytB en presencia de
Alum. La incubación de S. pneumoniae con SNI (diluido 1/200) o con suero de ratones
inmunizados con Alum (diluido 1/200), mostró la típica morfología de diplococos, tal y como se
muestra en las figuras 11A y 11B. 
Sin embargo, la incubación con sueros que contenían anticuerpos específicos frente a la 
proteína LytB incrementaron la longitud bacteriana, favoreciendo la formación de cadenas
cortas y largas en las células neumocócicas, lo que es compatible con un patrón alterado de 
separación celular (Fig. 11C). Este fenotipo de morfología alterada también se observó con
diluciones mayores del suero (1/2000, datos no mostrados). 
Estos resultados sugieren que los anticuerpos generados tras la inmunización con LytB
reconocen la proteína en la superficie bacteriana, bloqueando su actividad, lo que afectaría a la 
división celular inducida por el correcto funcionamiento de LytB.
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Figura 11. Imágenes de microscopía de contraste de fases. Aislado clínico de S. pneumoniae del serotipo 23F
expuesto a diferentes sueros murinos durante 4 horas a 37ºC. (A) Incubación con suero normal de ratones no
inmunizados. (B) Incubación con suero de ratones inmunizados con Alum. (C) Incubación con sueros de ratones
inmunizados con LytB (20µg) en presencia de Alum. Las barras equivalen a 25 µm.
1.5. La vacunación con LytB no afecta a la proporción de linfocitos T
La activación de la respuesta celular tras la inmunización con proteínas antigénicas podría
ser protectora frente a la infección por neumococo. Para este propósito, grupos de ratones
64
 
  
            
           
          
       
               
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
   
     
          
     
 
 
  
  
          
       
         
           
          
       
       
        
      
          
          
               
                 
          
fueron inmunizados con Alum o con la proteína LytB en presencia de Alum como se describe
en el apartado de Materiales y Métodos. Una vez realizadas las tres inmunizaciones, los
ratones fueron sacrificados con pentobarbital con el fin de obtener el bazo para detectar los
niveles de linfocitos CD3, CD4 y CD8. Los resultados obtenidos confirmaron que la vacunación 
con LytB no afectó a la proporción de las diferentes poblaciones de células T en comparación a 
la inmunización de ratones con Alum o al grupo de ratones no inmunizado (Fig. 12). 
Figura 12. Activación de células T analizadas como proporción de CD3, CD4 y CD8 en células del bazo de
ratones. Células de ratones no inmunizados (barras blancas), células de ratones inmunizados con Alum (barras
grises) y células de ratones inmunizados con LytB mezclado con Alum (barras negras). Las barras de error
representan la desviación estándar. Los experimentos se repitieron tres veces.
1.6. La inmunización con LytB protege a los ratones frente a la infección por S. pneumoniae
Una vez demostrada la inmunogenicidad de la proteína LytB, se decidió analizar su
capacidad protectora frente a la infección neumocócica invasiva. Para ello, se pusieron a punto 
dos modelos infecciosos en ratón con el fin de estudiar la actividad protectora de los
anticuerpos anti-LytB frente a la neumonía bacteriémica y la sepsis neumocócica como
modelos murinos de infección invasiva.
1.6.1. Protección frente a la neumonía neumocócica invasiva
Para caracterizar la eficacia de LytB como antígeno candidato a vacuna, se evaluó el grado
de protección que ofrece esta proteína en un modelo murino de neumonía por S. pneumoniae.
La principal razón por la que se estudió la actividad protectora de LytB frente a esta patología
infecciosa es porque la neumonía es una de las principales causas de mortalidad infantil en el
mundo, produciendo más muertes que el SIDA, la malaria y el sarampión juntos, siendo
neumococo, el principal agente etiológico de las neumonías adquiridas en la comunidad 
(O'Brien et al., 2009; Wardlaw et al., 2006). Para este modelo, los ratones fueron vacunados
con 20 µg de LytB por vía intraperitoneal. La inoculación bacteriana se realizó por vía intranasal
en animales previamente anestesiados con isofluorano. Se analizó la protección frente a la
neumonía producida por los aislados clínicos de los serotipos 3 o 23F determinando 
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diariamente los niveles de bacteria en sangre, así como los registros de mortalidad y
supervivencia durante un periodo de 7 días (Figs. 13 y 14). 
Las tasas de supervivencia que se observaron frente a la neumonía producida por el aislado 
clínico de serotipo 3 oscilaron entre el 40% en el grupo vacunado con LytB frente a la ausencia 
de protección en el grupo control de Alum (Fig. 13A). Esta mayor supervivencia en el grupo de
animales inmunizados con LytB se asoció a una reducción significativa en los niveles de
bacteria en sangre en comparación a los obtenidos en el grupo de ratones inmunizados sólo 
con el adyuvante Alum (Fig. 13B). 
Figura 13. Modelo murino de neumonía neumocócica causado por el aislado clínico del serotipo 3. (A)
Niveles de supervivencia en ratones BALB/c inmunizados con Alum (círculos rojos) y en ratones inmunizados con
20 µg de LytB en presencia de Alum (triángulos verdes). (B) Recuentos bacterianos en sangre a las 24h, 48h, 72h y
96h de los ratones inmunizados con Alum (círculos rojos) y de los ratones inmunizados con 20 µg de LytB en
presencia de Alum (triángulos verdes). Las barras de error representan la desviación estándar y los asteriscos
indican los resultados que son estadísticamente significativos de la inmunización con LytB en comparación con el
grupo de Alum. (Test t de Student de dos colas; *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).
Estos experimentos fueron repetidos utilizando un aislado clínico de serotipo 23F
confirmando que la vacunación con LytB incrementó la supervivencia de forma significativa (P
<0.01) mostrando una protección del 60% en el grupo inmunizado con LytB mientras que en el
grupo control de Alum tan sólo sobrevivió el 20% de los animales (Fig. 14A). De nuevo, la
vacunación con LytB incrementó la eliminación bacteriana en el torrente circulatorio (Fig. 14B)
demostrando que LytB podría ser un prometedor antígeno vacunal frente a la neumonía
invasiva producida por S. pneumoniae.
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Figura 14. Modelo murino de neumonía neumocócica causada por el aislado clínico del serotipo 23F. (A)
Niveles de supervivencia en ratones BALB/c inmunizados con Alum (círculos rojos) y en ratones inmunizados con
20 µg de LytB en presencia de Alum (triángulos verdes). (B) Recuentos bacterianos en sangre a las 24h y 48h de
los ratones inmunizados con Alum (círculos rojos) y de los ratones inmunizados con20 µg de LytB en presencia de
Alum (triángulos verdes). Las barras de error representan la desviación estándar y los asteriscos indican los
resultados que son estadísticamente significativos de la inmunización con LytB en comparación con el grupo de
Alum. (Test t de Student de dos colas; *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).
1.6.2. Modelo murino de sepsis neumocócica 
La ENI es un proceso infeccioso devastador asociado a elevadas tasas de mortalidad
afectando principalmente a la población infantil, adultos mayores de 65 años de edad y a
personas inmunocomprometidas (O'Brien et al., 2009).
La actividad protectora de LytB frente a la ENI se investigó en un modelo de sepsis causado
por dos aislados clínicos de neumococo pertenecientes a los serotipos 3 y 23F (Figs. 15 y 16).
La vacunación con 20 µg de LytB indujo cierto grado de protección frente a la sepsis causada
por el aislado de serotipo 3 proporcionando una supervivencia del 30% en comparación al
grupo inmunizado con Alum (Fig. 15A). Esta mayor supervivencia, fue debida principalmente a
que la presencia de anticuerpos frente a LytB en los animales vacunados con la proteína,
disminuyó los niveles de bacteria en sangre en las primeras horas de infección (Fig. 15B). La
administración de una dosis mayor de LytB como antígeno proteico, permitió mayores niveles
de protección frente a la sepsis producida por este aislado de serotipo 3, siendo del 70% en el
grupo vacunado con LytB frente a tan sólo el 10% obtenido tras la inmunización con Alum (Fig. 
15C). 
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Figura 15. Modelo murino de sepsis neumocócica causada por el aislado clínico del serotipo 3. (A) Niveles
de supervivencia en ratones BALB/c inmunizados con Alum (círculos rojos) y ratones inmunizados con 20 µg de
LytB en presencia de Alum (triángulos verdes). (B) Recuentos bacterianos en sangre a las 24h y 48h de los ratones
inmunizados con Alum (círculos rojos) y de los ratones inmunizados con 20 µg de LytB en presencia de Alum 
(triángulos verdes). (C) Niveles de supervivencia en ratones BALB/c inmunizados con Alum (círculos rojos) y
ratones inmunizados con 40 µg de LytB en presencia de Alum (triángulos verdes). (D) Recuentos bacterianos en
sangre a las 24h y 48h de los ratones inmunizados con Alum (círculos rojos) y de los ratones inmunizados con 40 
µg de en presencia de Alum (triángulos verdes). Las barras de error representan la desviación estándar y los
asteriscos indican los resultados que son estadísticamente significativos de la inmunización con LytB en
comparación con el grupo de Alum. (Test t de Student de dos colas; *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).
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Esta elevada protección estuvo asociada a una reducción significativa en los niveles de
bacteria en sangre en las primeras horas de infección en el grupo de animales vacunados con
LytB (Fig. 15D). Además, se observó que un elevado número de ratones inmunizados con LytB
fueron capaces de eliminar por completo la bacteria presente en la circulación sistémica en
comparación al grupo inmunizado con Alum (Fig. 15D). 
Por otro lado, se estudió la protección conferida por los anticuerpos frente a LytB en un
modelo de sepsis producido por un aislado clínico de serotipo 23F (Fig. 16). La vacunación con
20 g de LytB permitió incrementar la supervivencia en comparación a la inmunización con
Alum siendo del 70% en el grupo de LytB y del 30% en el grupo de Alum (Fig. 16A). Esta
mayor protección tras la vacunación con LytB estuvo asociada con una disminución
significativa de los niveles de bacteria en sangre en las primeras horas de la infección (Fig. 
16B) confirmando que LytB es una prometedora proteína candidata a vacuna frente a la sepsis
neumocócica. 
Figura 16. Modelo murino de sepsis neumocócica causada por el aislado clínico del serotipo 23F. Niveles de
supervivencia en ratones BALB/c inmunizados con Alum (círculos rojos) y ratones inmunizados con 20 µg de LytB en
presencia de Alum (triángulos verdes). (B) Recuentos bacterianos en sangre a las 24h y 48h de los ratones inmunizados
con Alum (círculos rojos) y de los ratones inmunizados con 20 µg de LytB en presencia de Alum (triángulos verdes). Las
barras de error representan la desviación estándar y los asteriscos indican los resultados que son estadísticamente
significativos de la inmunización con LytB en comparación con el grupo de Alum. (Test t de Student de dos colas; *, P
<0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).
1.7. Análisis molecular de las proteínas LytB de los diferentes aislados de S. pneumoniae
La proteína LytB es una proteína bien conservada entre los diferentes aislados de
neumococo descritos a pesar de mostrar cierto grado de polimorfismo en el número de
repeticiones del dominio de unión a colina (Moscoso et al., 2005). Para ello, se analizó la
secuencia de aminoácidos de la proteína LytB de los aislados clínicos de serotipo 3 y 23F y se
comparó con la secuencia de LytB de las cepas D39 (serotipo 2) y TIGR4 (serotipo 4) 
depositadas en las bases de datos. Los resultados obtenidos mostraron que la LytB del aislado
clínico de serotipo 3 carece de dos repeticiones de unión a colina en comparación a la LytB de
los aislados de serotipo 23F y 2 (Fig. 17). Sin embargo, la LytB las cepas de serotipo 23F y 2
fueron muy similares entre ellas (Fig. 17). 
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D39 MKKVRFIFLALLFFLASPEGAMASDGTWQGKQYLKEDGSQAANEWVFDTHYQSWFYIKAD 60
TIGR4 MKKVRFIFLALLFFLASPEGAMASDGTWQGKQYLKEDGSQAANEWVFDTHYQSWFYIKAD 60
48 MKKVRFIFLALLFFLASPEGAMASDGTWQGKQYLKEDGSQAANEWVFDTHYQSWFYIKAD 60
957 MKKVRFIFLALLFFLASPEGAMASDGTWQGKQYLKEDGSQAANEWVFDTHYQSWFYIKAD 60
*********************************************:**************
D39 ANYAENEWLKQGDDYFYLKSGGYMAKSEWVEDKGAFYYLDQDGKMKRNAWVGTSYVGATG 120
TIGR4 ANYAENEWLKQGDDYFYLKSGGYMAKSEWVEDKGAFYYLDQDGKMKRNAWVGTSYVGATG 120
48 ANYAENEWLKQGDDYFYLKSGGYMAKSEWVEDKGAFYYLDQDGKMKRNAWVGTSYVGATG 120
957 ANYAENEWLKQGDDYFYLKSGGYMAKSEWVEDKGAFYYLDQDGKMKRNAWVGTSYVGATG 120
************************************************************
D39 AKVIEDWVYDSQYDAWFYIKADGQHAEKEWLQIKGKDYYFKSGGYLLTSQWINQAYVNAS 180
TIGR4 AKVIEDWVYDSQYDAWFYIKADGQHAEKEWLQIKGKDYYFKSGGYLLTSQWINQAYVNAS 180
48 AKVIEDWVYDSQYDAWFYIKADGQHAEKEWLQIKGKDYYFKSGGYLLTSQWINQAYVNAS 180
957 AKVIEDWVYDSQYDAWFYIKADGQHAEKEWLQIKGKDYYFKSGGYLLTSQWINQAYVNAS 180
*******:****************************************************
D39 GAKVQQGWLFDKQYQSWFYIKENGNYADKEWIFENGHYYYLKSGGYMAANEWIWDKESWF 240
TIGR4 GAKVQQGWLFDKQYQSWFYIKENGNYADKEWIFENGHYYYLKSGGYMAANEWIWDKESWF 240
48 GAKVQQGWLFDKQYQSWFYIKENGNYADKEWIFENGHYYYLKSGGYMAANEWIWDKESWF 240
957 GAKVQQGWLFDKQYQSWFYIKENGNYADKEWIFENGHYYYLKSGGYMAANEWIWDKESWF 240
************************************************************
D39 YLKFDGKIAEKEWVYDSHSQAWYYFKSGGYMAANEWIWDKESWFYLKFDGKMAEKEWVYD 300
TIGR4 YLKFDGKMAEKEWVYDSHSQAWYYF----------------------------------- 265
48 YLKFDGKMAEKEWVYDSHSQAWYYFKSGGYMAANEWIWDKESWFYLKFDGKMAEKEWVYD 300
957 YL--------------------------------------------KFDGKMAEKEWVYD 256
**
D39 SHSQAWYYFKSGGYMTANEWIWDKESWFYLKSDGKIAEKEWVYDSHSQAWYYFKSGGYMT 360
TIGR4 ---------KSGGYMTANEWIWDKESWFYLKSDGKIAEKEWVYDSHSQAWYYFKSGGYMT 316
48 SHSQAWYYFKSGGYMTANEWIWDKESWFYLKSDGKIAEKEWVYDSHSQAWYYFKSGGYMT 360
957 SHSQAWYYFKSGGYMTANEWIWDKESWFYLKFDGKIAEKEWVYDYHSQAWYYFKSGGYMT 316
---------********************** ************ ***************
D39 ANEWIWDKESWFYLKSDGKMAEKEWVYDSHSQAWYYFKSGGYMAKNETVDGYQLGSDGKW 420
TIGR4 ANEWIWDKESWFYLKSDGKIAEKEWVYDSHSQAWYYFKSGGYMAKNETVDGYQLGSDGKW 376 (2)
48 ANEWIWDKESWFYLKSDGKMAEKEWVYDSHSQAWYYFKSGGYMAKNETVDGYQLGSDGKW 420
957 ANEWIWDKESWFYLKSDGKMAEKEWVYDSHSQAWYYFKSGGYMAKNETVDGYQLGSDGKW 376
*******************:****************************************
D39 LGGKATNKNAAYYQVVPVTANVYDSDGEKLSYISQGSVVWLDKDRKSDDKRLAITISGLS 480
TIGR4 LGGKTTNENAAYYQVVPVTANVYDSDGEKLSYISQGSVVWLDKDRKSDDKRLAITISGLS 436 (62)
48 LGGKATNKNAAYYQVVPVTANVYDSDGEKLSYISQGSVVWLDKDRKSDDKRLAITISGLS 480
957 LGGKATNENAAYYQVVPVTANVYDSDGEKLSYISQGSVVWLDKDRKSDDKRLAITISGLS 436
****:**:****************************************************
D39 GYMKTEDLQALDASKDFIPYYESDGHRFYHYVAQNASIPVASHLSDMEVGKKYYSADGLH 540
TIGR4 GYMKTEDLQALDASKDFIPYYESDGHRFYHYVAQNASIPVASHLSDMEVGKKYYSADGLH 496 (122)
48 GYMKTEDLQALDASKDFIPYYESDGHRFYHYVAQNASIPVASHLSDMEVGKKYYSADGLH 540
957 GYMKTEDLQALDASKDFIPYYESDGHRFYHYVAQNASIPVASHLSDMEVGKKYYSADGLH 496
***********************************************************:
D39 FDGFKLENPFLFKDLTEATNYSAEELDKVFSLLNINNSLLENKGATFKEAEEHYHINALY 600
TIGR4 FDGFKLENPFLFKDLTEATNYSAEELDKVFSLLNINNSLLENKGATFKEAEEHYHINALY 556 (182)
48 FDGFKLENPFLFKDLTEATNYSAEELDKVFSLLNINNSLLENKGATFKEAEEHYHINALY 600
957 FDGFKLENPFLFKDLTEATNYSAEELDKVFSLLNINNSLLENKGATFKEAEEHYHINALY 556
************************************************************

D39 LLAHSALESNWGRSKIAKDKNNFFGITAYDTTPYLSAKTFDDVDKGILGATKWIKENYID 660
TIGR4 LLAHSALESNWGRSKIAKDKNNFFGITAYDTTPYLSAKTFDDVDKGILGATKWIKENYID 616 (242)
48 LLAHSALESNWGRSKIAKDKNNFFGITAYDTTPYLSAKTFDDVDKGILGATKWIKENYID 660
957 LLAHSALESNWGRSKIAKDKNNFFGITAYDTTPYLSAKTFDDVDKGILGATKWIKENYID 616
************************************************************
D39 RGRTFLGNKASGMNVEYASDPYWGEKIASVMMKINEKLGGKD 702
TIGR4 RGRTFLGNKASGMNVEYASDPYWGEKIASVMMKINEKLGGKD 658 (284)
48 RGRTFLGNKASGMNVEYASDPYWGEKIASVMMKINEKLGGKD 702
957 RGRTFLGNKASGMNVEYASDPYWGEKIASVMMKINEKLGGKD 658
******************************************
Figura 17. Alineamiento múltiple de las glucosaminidasas LytB de las cepas 48 (serotipo 23F), 957 (serotipo 3),
D39 (serotipo 2) y TIGR4 (serotipo 4). La secuencia con fondo negro corresponde al péptido señal. Las repeticiones de
unión a colina están marcadas alternativamente en fondos de color gris y verde. Los dominios LytBSH3b, LytBWW, y
LytBGH73 (Bai et al., 2014) se indican en fondos de color amarillo, rosa y azul respectivamente. El residuo catalítico Glu
está marcado con una estrella roja. Las posiciones de los aminoácidos del fragmento de la proteína cuya estructura
tridimensional ha sido recientemente determinada (Bai et al., 2014) se indican en el lado derecho en paréntesis. Los
guiones indican los huecos introducidos para optimizar el alineamiento. Los asteriscos indican las posiciones donde
coinciden todas las secuencias.
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2.	 ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS UTILIZANDO ENZIMAS LÍTICAS PARA REDUCIR 
LA COLONIZACIÓN NEUMOCÓCICA DEL TRACTO RESPIRATORIO
La colonización asintomática de la nasofaringe es un prerrequisito para el desarrollo de las
diferentes infecciones causadas por S. pneumoniae incluyendo la otitis media aguda, sinusitis,
neumonía adquirida en la comunidad, sepsis y meningitis. Esta colonización es más frecuente
en la población infantil pudiendo estar colonizados con varios serotipos de manera simultánea
(Bogaert et al., 2004; Koedel et al., 2002; O'Brien et al., 2009). De hecho, el éxito de la 
colonización del tracto respiratorio superior juega un papel crítico para la diseminación 
horizontal y para la progresión del proceso infeccioso siendo la ENI, la manifestación clínica 
más severa (van der Poll y Opal, 2009). Por otro lado, la colonización del tracto respiratorio 
inferior, está asociada a la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), en la que las
exacerbaciones y la inflamación pulmonar son aspectos importantes que están relacionados
con la aparición de infecciones neumocócicas recurrentes en estos pacientes (Sethi y Murphy,
2008). El tratamiento antimicrobiano utilizando lisinas codificadas por fagos (conocidas como 
enzibióticos), es una alternativa al uso de los antibióticos convencionales para eliminar las
infecciones bacterianas, ya que las lisinas fágicas son capaces de matar a las bacterias
susceptibles mediante la rotura de enlaces específicos del peptidoglicano provocando de este
modo, la lisis osmótica celular (Hermoso et al., 2007; Pastagia et al., 2013). Este tipo de terapia
ha sido propuesta con anterioridad, siendo efectiva frente a las infecciones neumocócicas, y 
tiene la ventaja frente a los antibióticos convencionales, de poseer una elevada especificidad
frente a su diana bacteriana (Grandgirard et al., 2008; Hermoso et al., 2007; Jado et al., 2003; 
Pastagia et al., 2013; Witzenrath et al., 2009).
Basándonos en estas evidencias científicas, el siguiente gran objetivo de esta Tesis
Doctoral consistió en analizar la actividad antimicrobiana de las enzimas líticas Cpl-1, Cpl-7S y
Cpl-711 en la eliminación del proceso de colonización de neumococo del tracto respiratorio 
superior e inferior. Además, se estudió la capacidad de estas enzimas líticas para reducir el
estado de portador en un modelo murino de colonización de la nasofaringe, ya que es la 
primera fase del proceso de patogénesis neumocócica, y, por tanto, del posterior desarrollo de 
la ENI. 
2.1. Concentración mínima inhibitoria de los antibióticos convencionales y de las enzimas
líticas Cpl-1, Cpl-7S y Cpl-711 frente a los 3 aislados clínicos del estudio
Para cada una de los tres aislados clínicos de S. pneumoniae empleados en este estudio se
determinó la CMI para las tres enzimas líticas utilizadas (Cpl-1, Cpl-7S y Cpl-711) y además se 
incluyó el antibiótico AMX como antibiótico de amplio espectro y de utilización frecuente frente
a las infecciones respiratorias. En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos para las
CMIs de los diferentes compuestos.
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Tabla 8. Concentración mínima inhibitoria de amoxicilina y las diferentes enzimas líticas
frente a los aislados de neumococo seleccionados
CEPAS (SEROTIPO)
 
CMI (g/ml)
 
48 (23F) 69 (19F) 3498 (8)
COMPUESTOS g/ml g/ml g/ml
AMX 16 2 0.06
Cpl-1 4 8 2
Cpl-7S 64 128 64
Cpl-711 1 4 2
En relación al antibiótico AMX, los resultados obtenidos mostraron que el aislado de serotipo
8 era sensible mientras que el aislado de serotipo 19F era resistente con una CMI de 2 g/ml. 
El aislado clínico de serotipo 23F mostró una elevada resistencia a este antimicrobiano, con
valores de CMI de 16 g/ml. Los valores obtenidos para las diferentes enzimas líticas
mostraron que la enzima lítica Cpl-711 fue la más activa de las tres analizadas. La enzima lítica
Cpl-1 mostró valores más bajos de CMI que los obtenidos con la enzima Cpl-7S. 
2.2. Efecto de la amoxicilina sobre la adhesión celular al epitelio respiratorio
En primer lugar, se investigó la capacidad de la AMX para reducir la colonización de
neumococo a las células epiteliales humanas del tracto respiratorio superior e inferior. Se utilizó 
la línea celular D562 como línea celular de epitelio de nasofaringe y la línea celular A549 como
línea celular de epitelio pulmonar. Los tres aislados seleccionados, eran resistentes al menos a 
3 antimicrobianos de familias diferentes (apartado 1.4 de Material y Métodos). Los resultados
obtenidos mostraron que el tratamiento con AMX no modificó la adhesión de los neumococos
de serotipo 23F y 19F a las células epiteliales del tracto respiratorio (Figs. 18 AD). Sin 
embargo, el tratamiento con AMX, sí que fue capaz de reducir la colonización de neumococo a
las células epiteliales de nasofaringe para el aislado de serotipo 8 aunque únicamente a las
concentraciones más altas de 5 g/ml y 10 g/ml (Fig. 18E). Sin embargo, la exposición a estas
mismas dosis no fue capaz de eliminar a la bacteria adherida a las células pulmonares (Fig.
18F). 
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Figura 18. Actividad bactericida de amoxicilina frente a los aislados multirresistente de S. pneumoniae
colonizando células humanas del epitelio de la nasofaringe (D562) y pulmonar (A549). (A y B) Adhesión del
aislado de neumococo de serotipo 23F a células epiteliales expuestas a PBS como placebo (barra blanca) o bien al 
tratamiento con diferentes concentraciones de AMX. (C y D) Adhesión del aislado de neumococo de serotipo 19F a
células epiteliales expuestas a PBS como placebo (barra blanca) o bajo el tratamiento con diferentes concentraciones
de AMX. (E y F) Adhesión del aislado de neumococo de serotipo 8 a células epiteliales expuestas a PBS como placebo
(barra blanca) o bajo el tratamiento con diferentes concentraciones de AMX. Las barras de error representan la
desviación estándar y los asteriscos indican los resultados que son estadísticamente significativos en comparación al
grupo placebo como control (test t de Student de dos colas; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001).
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2.3. Actividad bactericida de los diferentes enzibióticos frente a la colonización de la 

nasofaringe humana
 
La línea celular Detroit 562 que es una línea celular humana del epitelio de la nasofaringe,
fue infectada con los tres aislados de neumococo multirresistentes descritos anteriormente y
tratadas con diferentes dosis de Cpl-1, Cpl-7S y Cpl-711 como se ha mencionado con
anterioridad. La administración de 10 μg/ml de Cpl-1 y Cpl-711 redujo significativamente la 
adhesión a las células de la nasofaringe, de todas las cepas investigadas, siendo muy
eficientes para eliminar la colonización inducida por las cepas de serotipo 8 y 23F (Figs. 19 A­
C). Por el contrario, el enzibiótico Cpl-7S no alteró la adhesión a la nasofaringe a esta
concentración y por eso no se probaron dosis más bajas de este compuesto en posteriores
ensayos (Fig. 19 A-C)
El tratamiento con 5 µg/ml de Cpl-1 o Cpl-711 siguió siendo eficaz reduciendo de forma
eficiente la unión de neumococo a las células de la nasofaringe, con un efecto muy marcado 
para la quimera Cpl-711, ya que fue capaz de mostrar actividad bactericida frente a la adhesión 
celular en todos los aislados clínicos analizados (Figs. 19 D-F). Con la dosis más baja de 1
μg/ml, tan sólo, el compuesto Cpl-711 mostró eficacia reduciendo el número de neumococos
unidos a las células de la nasofaringe (Figs. 19 G-I). Este resultado, confirmó que esta quimera
Cpl-711, fue la lisozima más efectiva para destruir a los neumococos que están adheridos a las
células de la nasofaringe humana.
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Figura 19. Actividad bactericida de las enzimas líticas frente a los aislados multirresistentes de S. 
pneumoniae colonizando células humanas del epitelio de la nasofaringe. Adhesión de las cepas de
neumococo a las células D562 expuestas a PBS como placebo (barra gris claro) o bien al tratamiento con
diferentes concentraciones de las enzimas líticas Cpl-1, Cpl-711 y CplL-7S. (A-C) Tratamiento con 10 µg/ml de
Cpl-1, Cpl-711 y CplL-7S. (D-F) Tratamiento con 5 µg/ml de Cpl-1 y Cpl-711. (G-I) Tratamiento con 1 µg/ml de Cpl­
1 y Cpl-711. Las barras de error representan la desviación estándar y los asteriscos indican los resultados que son
estadísticamente significativos en comparación al grupo placebo como control (test t de Student de dos colas; *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001).
Para confirmar esta hipótesis, los experimentos fueron repetidos, pero utilizando bacteria
marcada con el fluorocromo FAMS-SE y se probó el efecto bactericida de la concentración de
10 μg/ml de Cpl-1 y Cpl-711 (Fig. 20). Los resultados obtenidos demostraron que el tratamiento
con esta concentración de ambos enzibióticos, redujo el número de neumococos adheridos a 
las células de la nasofaringe, confirmando la capacidad antimicrobiana de estos compuestos
para eliminar el proceso de colonización (Figs. 20 A y B). 
75
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           
         
                  
              
               
              
 
Figura 20. Efecto antimicrobiano las enzimas líticas Cpl-1 y Cpl-711 frente a los aislados de
neumococo colonizando células humanas del epitelio de la nasofaringe. La línea celular D562 fue
infectada con el aislado de serotipo 23F (A) o 19F (B) y tratadas con PBS como placebo o con 10 µg/ml de
Cpl-1 o Cpl-711. Las imágenes fueron tomadas mediante microscopía confocal. El ADN celular aparece de
color azul mediante tinción con Hoechst, el citoesqueleto de actina se visualizó en rojo mediante tinción con
rodamina-faloidina y las cepas bacterianas se marcaron con el fluorocromo FAM-SE. Las barras equivalen a
25 m.
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2.4. La utilización de enzibióticos reduce la adhesión de neumococo a las células epiteliales
del pulmón
Una vez demostrado que el uso de AMX no disminuye de forma dramática la colonización
de células epiteliales producida por aislados multirresistentes (Fig. 21) se analizó el efecto 
bactericida de las enzimas líticas Cpl-1, Cpl-7S y Cpl-711 en la adhesión de neumococo a las
células de la nasofaringe utilizando la línea celular A549. Para ello, se estudiaron los 3 aislados
clínicos descritos anteriormente y se probaron hasta 3 dosis diferentes. Con la concentración
de 10 µg/ml que fue la dosis más elevada que se analizó, el tratamiento con la enzima lítica
Cpl-7S no fue capaz de reducir los niveles de adhesión de ninguna de las cepas investigadas
en comparación al grupo control o placebo en el que se administró PBS que fue el vehículo en
el que se diluyeron los enzibióticos (Figs. 21 A-C). Por el contrario, la administración de 10
µg/ml de Cpl-1 y Cpl-711 redujo significativamente la unión de neumococo a las células del
pulmón siendo este efecto más marcado para la quimera Cpl-711 frente a la colonización
inducida por el aislado del serotipo 19F que fue la cepa que mostró mayores tasas de adhesión
(Figs. 21 A-C). Debido a que Cpl-7S no afectó a la colonización con la dosis más elevada que 
se probó, el efecto en colonización de dosis inferiores tan sólo se analizó con las enzimas
líticas Cpl-1 y Cpl-711 (Figura 21 D-I). Con la dosis de 5 g/ml, el enzibiótico Cpl-711 mostró
una notable capacidad para disminuir la colonización de las células pulmonares en
comparación al compuesto parental Cpl-1 para todas las cepas analizadas (Figs. 21 D-F). Con 
respecto a la dosis más baja analizada (1 μg/ml), el compuesto Cpl-1 no modificó el patrón de
adhesión, mientras que, la quimera Cpl-711 siguió siendo activa reduciendo la adhesión de 
neumococo a las células epiteliales humanas (Figs 21 G-I). 
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Figura 21. Actividad bactericida de las enzimas líticas frente a los aislados multirresistentes de S. 
pneumoniae colonizando células humanas del epitelio de pulmón. Adhesión de las cepas de neumococo a
las células A549 expuestas a PBS como placebo (barra gris claro) o bien al tratamiento con diferentes
concentraciones de las enzimas líticas Cpl-1, Cpl-711 y Cpl-7S. (A-C) Tratamiento con 10 µg/ml de Cpl-1, Cpl­
711 y Cpl-7S. (D-F) Tratamiento con 5 µg/ml de Cpl-1 y Cpl-711. (G-I) Tratamiento con 1 µg/ml de Cpl-1 y Cpl­
711. Las barras de error representan la desviación estándar y los asteriscos indican los resultados que son
estadísticamente significativos en comparación al grupo placebo como control (test t de Student de dos colas; *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001).
Para visualizar el efecto antimicrobiano de estos enzibióticos, se realizaron experimentos de
microscopía confocal utilizando la línea celular A549 infectada con los aislados clínicos
marcados con el fluorocromo FAM-SE en presencia o ausencia de la dosis de 10 μg/ml de Cpl­
1 o Cpl-711. Como se muestra en la figura 22, el tratamiento con estos compuestos destruyó a 
la bacteria adherida a la superficie epitelial y, consecuentemente, disminuyó el proceso de
adhesión. De hecho, el tratamiento con esta dosis, permitió reducir el número de células que 
presentaban bacteria asociada cuando se analizaron varios campos en el microscopio (Figs. 22
A y B). 
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Figura 22. Efecto antimicrobiano las enzimas líticas Cpl-1 y Cpl-711 frente a los aislados de
neumococo colonizando células humanas del epitelio de pulmón. La línea celular A549 fue infectada
con el aislado de serotipo 23F (A) o 19F (B) y tratadas con PBS como placebo o con 10 µg/ml de Cpl-1 o
Cpl-711. Las imágenes fueron tomadas mediante microscopía confocal. El ADN celular aparece de color
azul mediante tinción con Hoechst, el citoesqueleto de actina se visualizó en rojo mediante tinción con
rodamina-faloidina y las cepas bacterianas se marcaron con el fluorocromo FAM-SE. Las barras equivalen a
25 m.
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2.5. Papel de los enzibióticos del estudio para reducir el estado de portador en un modelo 
animal de colonización de nasofaringe
Basándonos en los resultados de actividad bactericida in vitro mencionados en el apartado
anterior, el siguiente objetivo consistió en validar la capacidad de estos compuestos para
eliminar la bacteria adherida al tracto respiratorio utilizando un modelo experimental murino.
Para ello, se optó por un modelo murino de colonización que es ampliamente utilizado para
neumococo y otras bacterias presentes en la microbiota de la nasofaringe (Briles et al., 2005; 
Doehn et al., 2013; Hernani Mde et al., 2011).
La erradicación o incluso la reducción del estado de portador es probable que tenga un claro
impacto en la transmisión de cepas multirresistentes de S. pneumoniae y, por consiguiente, en 
la incidencia de ENI. Con este propósito, se utilizaron los aislados clínicos de serotipo 19F y
23F ya que poseen resistencia antibiótica a múltiples antimicrobianos, y se analizó la capacidad
de los enzibióticos Cpl-1, Cpl-711 y Cpl-7S así como la AMX como antibiótico convencional
para reducir la colonización de la nasofaringe producida por estos dos aislados clínicos (Figs.
23 y 24). En una primera aproximación científica, grupos de ratones fueron infectados por vía 
IN con una dosis elevada de la cepa de serotipo 23F (Fig. 23) en un volumen de 10 l que es el
adecuado para obtener colonización prolongada de la nasofaringe sin que el microorganismo 
acceda al tracto respiratorio inferior (Ramos-Sevillano et al., 2011). A las 40 horas después de 
la colonización, los animales fueron tratados por vía intranasal con PBS (como placebo) o con 
10 µg por ratón de Cpl-1, Cpl-711 y Cpl-7S, y 6 h más tarde, los animales fueron sacrificados y
se obtuvo el lavado de la nasofaringe para el recuento de viables (Fig. 23.)
Figura 23. Actividad antimicrobiana de las enzimas líticas Cpl-1, Cpl-711 y Cpl-7S en un modelo murino de
colonización de nasofaringe. Los ratones fueron infectados con el aislado clínico del serotipo 23F. Los resultados
se expresan como recuentos bacterianos obtenidos a partir del lavado nasofaríngeo. Las barras de error
representan la desviación estándar y los asteriscos indican los resultados que son estadísticamente significativos
en comparación al grupo placebo como control (test t de Student de dos colas; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001).
La administración de una única dosis de estos enzibióticos redujo significativamente el nivel
de colonización en comparación con el grupo control (placebo), demostrando la actividad 
bactericida de estos compuestos y su eficacia para la eliminación de bacterias unidas al tracto
respiratorio superior en condiciones in vivo (Fig. 23). Entre las tres enzimas líticas, tan sólo Cpl­
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711 fue capaz de erradicar completamente el estado de portador en un 20% de los ratones,
confirmando que este enzibiótico fue el más efectivo eliminando la bacteria que coloniza la
nasofaringe (Fig. 23). 
Con el fin de confirmar estos resultados y conocer si este efecto bactericida en la
nasofaringe podría extenderse a otros aislados, se analizó la capacidad de estos enzibióticos
para eliminar el estado de portador utilizando el aislado multirresistente de serotipo 19F y, 
además, se incluyó AMX para comparar la eficacia antimicrobiana de los enzibióticos con un
antibiótico de amplio espectro y de uso común frente a las infecciones respiratorias. Se
investigó el tratamiento, con una única dosis de las enzimas líticas o el antibiótico AMX
siguiendo el esquema de inoculación descrito anteriormente (Fig. 24). También se probó una
estrategia diferente consistente, en administrar tres tratamientos sucesivos con 10 µg por ratón 
de Cpl-1, Cpl-711 y Cpl-7S y AMX, a las 24h, 48 h y 72h (Fig. 25). A las 6 h del último
tratamiento (bien con una única administración de compuestos o bien con tres dosis), los
animales fueron sacrificados y se obtuvo el lavado de la nasofaringe para el recuento de
viables, tal como se muestran en las figuras 24 y 25.
Los resultados obtenidos indicaron que el tratamiento con 10 µg por ratón de AMX no afectó
a los niveles de bacteria en la nasofaringe, en ambos casos, independientemente de si se 
administró una única dosis (Fig. 24) o 1 dosis diaria durante 3 días (Fig. 25). Sin embargo, el
tratamiento con las enzimas líticas permitió una reducción de los niveles de bacteria adheridos
a la nasofaringe de manera significativa en comparación al placebo y al grupo de animales
tratados con AMX (Figs. 24 y 25). 
Figura 24. La actividad terapéutica de las enzimas líticas Cpl-1, Cpl-711 y Cpl-7S y antimicrobiana amoxicilina en
un modelo murino de colonización de nasofaringe. Los ratones fueron infectados con el aislado clínico del serotipo
19F. Se administró por vía intranasal una única dosis de 10 µg/ml de las diferentes enzimas líticas o el antibiótico AMX a
las 40 h post infección (PBS como placebo). Las barras de error representan las desviaciones estándar y los asteriscos
indican los resultados que son estadísticamente significativos (test t de Student de dos colas; *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P
<0,001) comparando los resultados obtenidos con las enzimas líticas del estudio frente al grupo placebo o entre los
diferentes tratamientos.
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Figura 25. La actividad terapéutica de las enzimas líticas Cpl-1, Cpl-711 y Cpl-7S y antimicrobiana amoxicilina en
un modelo murino de colonización de nasofaringe. Los ratones fueron infectados con el aislado clínico del serotipo
19F. Se administró por vía intranasal una dosis de 10 µg/ml de las diferentes enzimas líticas o el antibiótico AMX (PBS
como placebo) a diferentes tiempos post-infección (24h, 48h y 72h). Los resultados se expresan como recuentos
bacterianos obtenidos a partir del líquido del lavado nasofaríngeo. Las barras de error representan las desviaciones
estándar y los asteriscos indican los resultados que son estadísticamente significativos (test t de Student de dos colas; *,
P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001) comparando los resultados obtenidos con las enzimas líticas del estudio frente al
grupo placebo o entre los diferentes tratamientos.
En general, de las tres enzimas líticas, el compuesto Cpl-711, fue el que presentó mayor 
actividad antimicrobiana en términos de reducción de los niveles de bacteria en la nasofaringe
tanto para el aislado clínico de serotipo 23F como para el de serotipo 19F (Figs. 24 y 25).  
2.6. Combinación de enzimas líticas y antibióticos frente a la enfermedad neumocócica
invasiva
El siguiente y último objetivo que se planteó en esta Tesis Doctoral consistió en analizar el
efecto terapéutico al combinar la administración de dosis no protectoras de enzimas líticas con
dosis no protectoras de un antibiótico comercial con el fin de estudiar el posible efecto sinérgico
o aditivo de esta combinación. Para ello, se seleccionó la enzima lítica Cpl-711 que era la que 
mejores resultados había mostrado en los estudios descritos hasta el momento y como
antibiótico comercial de amplio espectro se seleccionó la cefotaxima (CTX) ya que es el
antibiótico de elección en el caso de ENI a nivel hospitalario. Como modelo murino de infección
invasiva se estudió la sepsis neumocócica ya que es un modelo reproducible y ampliamente 
utilizado por diferentes laboratorios en todo el mundo. El aislado de neumococo que se
seleccionó fue la cepa multirresistente de serotipo 23F.
Para realizar este objetivo, se inocularon 4 grupos de al menos 10 animales cada uno de la
estirpe BALB/c por vía intraperitoneal (ip) conteniendo 107 UFC por ratón de la cepa 23F de S.
pneumoniae. Una hora después de la infección, se administraron diferentes tratamientos,
incluyendo un grupo control placebo al que se le administró PBS por vía ip y 3 grupos de
animales tratados con los compuestos con actividad antimicrobiana (Fig. 26). De estos 3
grupos, uno recibió una dosis subterapéutica de CTX (25 mg/kg), otro grupo recibió una dosis
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no protectora de Cpl-711 (4 µg/ratón) y el tercer grupo recibió la combinación de ambos
compuestos. La supervivencia de cada grupo experimental se monitorizó diariamente,
determinando los niveles de bacteria en sangre a las 24h, así como los registros de mortalidad 
y supervivencia durante un periodo de 7 días (Fig. 26).
Figura 26. Curvas de supervivencia tras la administración de la enzima lítica Cpl-711 y el antibiótico CTX en un
modelo murino de sepsis neumocócica. (A) Supervivencia a lo largo de 7 días. La línea roja corresponde a la
supervivencia de los ratones tratados con PBS como placebo. La línea amarilla representa a la supervivencia de los
ratones tratados con 25 mg/kg de CTX. La línea verde corresponde a la supervivencia del grupo de ratones tratados con
4 μg de la enzima Cpl-711. La línea morada corresponde la supervivencia obtenida del tratamiento combinado de 25
mg/kg de CTX y 4 μg de Cpl-711. (B) Recuentos bacterianos en sangre a las 24h, de los ratones tratados con PBS
como placebo (círculos rojos), ratones tratados con 25 mg/kg de CTX (círculos amarillos), animales tratados con 4 μg de
la enzima Cpl-711 (círculos verdes) y tratamiento combinado de 25 mg/kg de CTX y 4 μg de Cpl-711 (círculos morados).
Los asteriscos representan los resultados que son estadísticamente significativos comparando la terapia combinada de
CTX y Cpl-711 frente a los tratamientos individuales y al grupo placebo (test de Mantel Cox para la supervivencia y test t 
de Student de dos colas para comparar los recuentos bacterianos; *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).
Los tratamientos individuales con CTX o Cpl-711 no aumentaron de forma significativa la
supervivencia a los 7 días, aunque sí que retrasaron la muerte de los animales en comparación
al grupo no tratado (placebo) (Fig. 26A). Sin embargo, la combinación de CTX y Cpl-711 fue
totalmente protectora, tal como se muestra en la figura 26A. El tratamiento combinado con CTX
y Cpl-711 redujo de forma significativa los niveles de bacteria en sangre en comparación de los
animales tratados con los compuestos individuales (Fig. 26B). Además, la terapia combinada 
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erradicó la bacteria por completo a las 24 h en mayor proporción que los tratamientos
individuales (Fig. 26B). 
También se estudió la protección de la terapia combinada en un modelo murino de sepsis
utilizando una dosis infectiva mayor del serotipo 23F siendo de 108 CFU/ml (Figs. 26 C y D). En
este caso, el grupo placebo murió de manera fulminante en las primeras 24 h (Fig. 26C). En el
grupo de animales a los que se les administró la combinación de CTX y Cpl-711, la 
supervivencia fue mayor que la conferida por los tratamientos por separado (Fig. 26C). 
Además, la terapia combinada redujo de manera significativa los niveles de bacteria en sangre 
en las primeras 24h en comparación al grupo no tratado y a los tratamientos individuales, 
eliminando por completo la bacteria en sangre en un porcentaje elevado de los animales (Fig. 
26D).
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V. DISCUSIÓN
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
          
           
      
         
        
      
           
      
         
         
        
       
    
         
       
         
    
      
        
        
          
      
       
   
          
        
        
         
     
       
      
        
         
        
             
           
            
           
       
        
          
            
            
   
DISCUSIÓN
S. pneumoniae es uno de los patógenos más importantes responsables de enfermedades
graves asociadas con una alta mortalidad y morbilidad en todo el mundo. La ENI producida por
este patógeno ocurre cuando los microorganismos que colonizan la nasofaringe acceden al
espacio alveolar y al torrente sanguíneo, causando neumonía y sepsis, o cuando atraviesan la
barrera hematoencefálica, produciendo meningitis (Kadioglu et al., 2008; van der Poll y Opal, 
2009). La eliminación de neumococo de la circulación sistémica depende completamente de la 
opsonización llevada a cabo por la fagocitosis y los componentes del sistema del complemento
(Bogaert et al., 2004). Tanto la cápsula neumocócica como otros componentes bacterianos son
importantes en distintas etapas de la patogénesis de la enfermedad causada por S. 
pneumoniae (Kadioglu et al., 2008), participando todos ellos en la evasión del reconocimiento
por parte del sistema del complemento y de la fagocitosis. La identificación y posterior análisis
de los productos implicados en la colonización, inflamación e invasión son la clave para 
determinar la interacción del patógeno con el hospedador.
La búsqueda de tratamientos efectivos en la lucha contra las enfermedades infecciosas ha
sido, desde hace muchos años, uno de los principales retos de la humanidad. Hasta que no se
descubrieron los antibióticos se disponía de pocas armas para combatir los agentes
infecciosos. En la última década del siglo XIX, se utilizaron terapias basadas en anticuerpos
para tratar las infecciones (Casadevall, 1996) y, en los años veinte del pasado siglo, la 
sueroterapia se utilizó frente a numerosas infecciones bacterianas, incluyendo las producidas
por S. pneumoniae. (Casadevall y Scharff, 1995). Estos tratamientos consiguieron reducir, en
un 50%, la mortalidad ocasionada por este patógeno (Casadevall y Scharff, 1994). Sin
embargo, cuando apareció la quimioterapia antibiótica, a mediados de la década de los treinta
del pasado siglo, se abandonó la sueroterapia y se sustituyó por el tratamiento antibiótico, 
debido a su mayor efectividad y menor toxicidad.
Las medidas preventivas y terapéuticas frente a la infección producida por S. pneumoniae
han modificado las resistencias de este patógeno. La PCV7, que incluía los CPS de los
principales serotipos responsables de ENI y no susceptibles a PEN, ERY o ambos, se licenció 
a principios del presente siglo para la inmunización de la población infantil. El uso generalizado
de esta vacuna conllevó una disminución drástica de la incidencia de la enfermedad
neumocócica causada por los serotipos incluidos en ella y redujo la prevalencia creciente de
los serotipos de neumococo no susceptibles a PEN. Como consecuencia de ello, la PCV7 
produjo un marcado efecto en la epidemiología de los aislados clínicos obtenidos de adultos,
los cuales indirectamente, también se beneficiaron de la vacunación de la población infantil
(Fenoll et al., 2009a). La introducción de la vacuna PCV13 permitió una disminución de la 
infección producida por los serotipos incluidos en esta vacuna, al igual que ocurrió con la PCV7
(Miyaji et al., 2013), pero está subiendo la prevalencia de otros serotipos no incluidos en dichas
vacunas. Este es el caso de los aislados de serotipo 8 que están aumentando en todo el
mundo y además tienen la particularidad que muchos de ellos presentan elevada resistencia a
fluoroquinolonas (Duvvuri et al., 2016; Rodriguez-Avial et al., 2011). Otro ejemplo es el de los
serotipos 11A, 15A, 15B, 23A y 35B que están asociados a multirresistencia antibiótica,
algunos de ellos con altas tasas de resistencia a antibióticos ȕ-lactámicos, lo que puede poner
en peligro el éxito de los posibles tratamientos antibióticos en caso de que los pacientes sufran
un episodio grave de ENI producida por alguna de estas cepas multirresistentes (Aguinagalde
et al., 2015; Choe et al., 2016; Olarte et al., 2016). 
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Las cepas utilizadas en el presente estudio (las denominadas como 48, y 69; (Tabla 2) se 
seleccionaron no sólo por poseer los serotipos incluidos en las vacunas PCV7 y PCV13 sino,
también, por sus altos niveles de resistencia a diferentes antimicrobianos entre los que
destacaban los ȕ-lactámicos y los macrólidos (Soriano et al., 2008). De hecho, un estudio 
reciente ha identificado a los aislados clínicos de los serotipos 19F y 23F como importantes
factores de riesgo en la mortalidad producida por la ENI (Luján et al., 2010). Por otro lado, se 
seleccionó un aislado clínico de serotipo 3 ya que, aunque está incluido en la PCV13 y es un
serotipo susceptible a la mayoría de los antibióticos, tiene la peculiaridad de presentar una
cápsula de elevado grosor que dificulta la capacidad opsonizante de los anticuerpos
específicos. Esta característica confiere a las cepas de este serotipo una ventaja intrínseca
para evadir la fagocitosis mediada por la activación del complemento inducida por la presencia
de inmunoglobulinas anticapsulares, de modo que, sigue siendo un serotipo muy frecuente en 
ENI a pesar de estar incluido en la vacuna PCV13 (Fenoll et al., 2015; Poolman et al., 2009). 
Este aspecto es importante desde el punto de vista profiláctico ya que, en ausencia de
tratamiento antibiótico, el desenlace de la infección depende completamente del balance de las
interacciones entre los factores de virulencia bacterianos y los mecanismos de defensa del
hospedador. La eliminación de neumococo de la circulación sistémica depende de la
opsonización por el sistema de complemento y su posterior fagocitosis (Bogaert et al., 2004; 
van der Poll y Opal, 2009). Debido a ello, la introducción de medidas preventivas, como puede
ser la inclusión de nuevas estrategias de vacunación frente a neumococo, puede suponer un 
gran avance en la lucha frente a las infecciones producidas por este patógeno. 
En este sentido, existe un gran interés en la búsqueda y caracterización de proteínas de
neumococo como posibles candidatas a vacuna ya que pueden ofrecer como gran ventaja, la 
de evitar las limitaciones de las actuales vacunas frente a S. pneumoniae basadas en 
polisacáridos capsulares. Las principales características para que una proteína pueda
considerarse como potencial candidata a vacuna frente a neumococo es que esté expuesta en 
la superficie del patógeno, induzca una elevada inmunogenicidad, esté conservada entre la 
amplia biodiversidad de neumococo, o al menos, entre los serotipos que sean clínicamente 
más importantes, y por último, que sea capaz de proporcionar una respuesta inmune 
protectora. Si, además, de todo lo anterior, la proteína candidata juega también un papel
importante en la virulencia del microorganismo, esta circunstancia sería muy beneficiosa ya
que sugeriría que la proteína de elección, se expresa y es fisiológicamente activa durante el
proceso de infección sistémica. Otro aspecto destacable en la identificación de este tipo de
antígenos vacunales, es que los genes que codifican estas proteínas suelen ser necesarios
para la supervivencia de neumococo en el hospedador, por lo que raramente podrán sufrir
mutaciones que puedan afectar a su variabilidad antigénica entre los distintos aislados clínicos. 
Además, la utilización de este tipo de proteínas como antígenos candidatos a vacuna, deberían 
tener como principal característica la de ser capaces de inducir inmunidad que ayude a 
prevenir el proceso de evasión de la respuesta inmune por S. pneumoniae. En este sentido, 
diversas proteínas neumocócicas están siendo caracterizadas en los últimos años como 
candidatas a vacuna con el objetivo de superar las limitaciones de las actuales vacunas
basadas en polisacáridos capsulares (Daniels et al., 2010; Denoel et al., 2011; Feldman y
Anderson, 2014). La inmunización simultánea de varias proteínas de neumococo siendo la
mayoría de ellas, proteínas de superficie, ha mostrado ser una estrategia capaz de
proporcionar cierto grado de protección en modelos murinos frente a la neumonía neumocócica 
y la infección sistémica (Briles et al., 2003; Briles et al., 1997; Briles et al., 1996; Brown et al., 
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2001b). De este modo, el desarrollo de una vacuna que contenga varios antígenos proteicos
debería proporcionar como principal ventaja, la de incrementar la eficacia protectora inducida
por las proteínas de forma independiente, así como la de aumentar el espectro de cobertura en
cuanto a serotipos o aislados clínicos diversos sobre los que protegería (Feldman y Anderson,
2014).
En esta Tesis Doctoral hemos caracterizado la respuesta inmunológica, así como el efecto 
protector de la hidrolasa de pared celular LytB, como una prometedora vacuna proteica frente a
las infecciones producidas por S. pneumoniae. LytB pertenece a la familia de proteínas de
unión a colina en las que varios miembros incluyendo PspA, PspC, PcpA y LytA, han sido 
propuestas por otros autores como posibles antígenos candidatos a vacuna (Feldman y
Anderson, 2014; Yuan et al., 2011b). De entre estas proteínas, PspA y LytA son proteínas que
presentan cierto polimorfismo, habiéndose descrito hasta 3 familias diferentes dentro de la 
proteína PspA (Roche et al., 2003) y algunas variaciones alélicas en la proteína LytA (Morales
et al., 2010), lo que podría afectar a su inmunogenicidad y capacidad protectora (Whatmore y
Dowson, 1999). Esta variabilidad es todavía mucho más dramática para PspC de la que se han
descrito una alta divergencia genética, habiéndose identificado numerosas familias lo que hace 
que sea una proteína altamente polimórfica (Iannelli et al., 2002). Estas diferencias genéticas
dentro de PspC afectan a la proteína desde el punto de vista inmunogénico (Briles et al., 1997)
y también a nivel de patogénesis ya que la capacidad de neumococo para evadir la inmunidad
del complemento puede variar de forma muy notable en función del tipo de PspC que contenga
el aislado clínico (Yuste et al., 2010a). 
En este sentido, la proteína que se ha caracterizado en esta Tesis Doctoral, la
glucosaminidasa LytB, a pesar de mostrar cierto polimorfismo en el número de repeticiones de
unión a colina es una proteína que se encuentra bien conservada entre los aislados clínicos de
S. pneumoniae (Moscoso et al., 2005). El análisis en detalle de las secuencias de LytB de los
dos aislados clínicos de este estudio correspondientes a los serotipos 3 y 23F, se compararon 
con las secuencias de LytB de las cepas de referencia D39 y TIGR4 (Fig. 17). Nuestros
resultados demostraron que el aislado clínico del serotipo 3 carece de dos repeticiones de
unión a colina, siendo por lo tanto diferente, a las proteínas LytB de las cepas 48 (serotipo 23F)
y D39 (serotipo 2), que son de hecho muy similares entre ellas. 
Un factor adicional que influye de manera significativa en la generación de una respuesta 
inmune adecuada frente a un antígeno determinado, es la presencia de adyuvantes. Estos
compuestos, en el contexto de las vacunas, se definen como aquellos componentes capaces
de mejorar y potenciar la respuesta antígenoanticuerpo (Reed et al., 2013). Los adyuvantes
pretenden aumentar la inmunogenicidad de antígenos altamente purificados o recombinantes y
así poder reducir la cantidad de antígeno y el número de inmunizaciones necesarias. De esta 
forma se puede aumentar la eficacia de las vacunas en recién nacidos, ancianos y personas
inmunocomprometidas. Además, promueven la inducción de inmunidad en mucosas y
potencian la inmunidad celular, aumentando los títulos de anticuerpos funcionales con actividad 
bactericida, neutralizante u opsonizante (Reed et al., 2013). Sin duda, los trabajos más
extensos sobre la importancia de los adyuvantes se deben a Freund, quien en 1937 descubre 
los efectos inmunopotenciadores del bacilo tuberculoso inactivado combinado con aceite de
parafina (Opie y Freund, 1937). La utilización de adyuvantes en vacunas en el momento actual
no está exenta de polémicas. En este sentido y desde un punto de vista teórico, el adyuvante 
ideal no debe ser tóxico, debe estimular la respuesta inmunitaria tanto celular como humoral,
debe promover la respuesta inmunológica a largo plazo, lo que se denomina como memoria
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inmunológica, no debe inducir autoinmunidad, no debe ser mutagénico, carcinogénico o
teratogénico, no debe ser pirógeno y debe ser estable en condiciones de temperatura, pH y
tiempo. Los adyuvantes que se utilizan actualmente en las vacunas humanas comercializadas, 
incluyen las sales de aluminio, las emulsiones oleoacuosas (MF59, AS09 y AF03), virosomas,
el adyuvante AS04 así como oligodesoxinucleótidos con secuencias CpG por citar algunos
(Reed et al., 2013). 
En la presente Tesis Doctoral, el proceso de inmunización se llevó a cabo utilizando
Alhydrogel® que contiene hidróxido de aluminio (Alum) como adyuvante, o bien la proteína LytB
en presencia de Alhydrogel® en proporción 1:1. La elección de este adyuvante fue debida a que 
está aprobada su utilización en seres humanos como puede confirmarse por algunos estudios
en los que se ha evaluado la respuesta inmunológica de determinadas proteínas neumocócicas
candidatas a vacuna en humanos (Bologa et al., 2012; Kamtchoua et al., 2013). Las sales de 
aluminio utilizadas como adyuvantes, convierten los antígenos solubles en partículas con un
diámetro inferior a 10 m, que son captadas por las células presentadoras de antígeno. 
Además, las sales de aluminio activan el complemento, estimulan los linfocitos B, linfocitos CD4 
y CD8, los macrófagos, regulan las señales de coestimulación en monocitos y promueven la
liberación de IL-4. Otro aspecto importante a destacar se basa en que la administración de
sales de aluminio, al inducir inflamación en el sitio de inyección, atrae células presentadoras de
antígeno y potencia de esta forma la respuesta inmune. Como contrapartida habría que tener
en cuenta que las sales de aluminio no estimulan las respuestas Th1, la secreción de IFN-, ni
la producción de IgG2 por los linfocitos B. En cambio, estimulan la respuesta Th2, la secreción
de IL-5 y la producción de IgG1 e IgE (Coffman et al., 2010; Marrack et al., 2009; Reed et al., 
2013). Por todo ello, las reacciones adversas más frecuentemente relacionadas con el uso de
sales de aluminio como adyuvante son las reacciones locales del tipo de eritema, formación de 
granulomas o nódulos subcutáneos.
La vacunación de ratones BALB/c con la proteína LytB en presencia de Alum indujo una 
fuerte respuesta de inmunoglobulinas de diferentes subclases incluyendo IgG1, IgG2a, IgG2b e
IgG3, así como niveles moderados de IgA. Esta respuesta generada tras la inmunización con
LytB es de gran interés desde el punto de vista inmunológico ya que muchas de estas
subclases son producidas por las actuales vacunas antineumocócicas como la vacuna PPSV­
23 y las PCVs (Rosado et al., 2013). En este sentido, cabe destacar que la respuesta de
anticuerpos conferida por la vacuna PPSV-23 es predominantemente de la subclase IgG2
(Lottenbach et al., 1999; Uddin et al., 2006). La magnitud de la respuesta de inmunoglobulinas
proporcionada por las PCVs varía según el serotipo, la formulación de la vacuna y la edad
(Kamboj et al., 2003). En adultos, las PCVs inducen principalmente una respuesta de tipo IgG2,
mientras que, en los niños, la respuesta predominante es de la subclase IgG1 (Lottenbach et
al., 1999; Shelly et al., 1997; Wuorimaa et al., 2001). Los resultados de esta Tesis Doctoral
confirman que la inmunización con LytB resultó exitosa como proteína candidata a vacuna
porque estimuló la producción de diferentes subclases de inmunoglobulinas incluyendo IgG1, 
IgG2a, IgG2b e IgG3. No obstante, desde el punto de vista funcional, las subclases de IgG
generadas fueron relevantes ya que las inmunoglobulinas de tipo IgG1 e IgG3 son muy
eficaces activando la inmunidad del complemento y presentan una mayor capacidad para 
unirse al receptor FcȖ de células fagocíticas que las IgG2 (Amir et al., 1990; Bredius et al., 
1992; Soininen et al., 1999).
En este sentido, los resultados obtenidos confirmaron que la vacunación con LytB permitió 
obtener elevados niveles de estas inmunoglobulinas sugiriendo que los anticuerpos frente a 
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esta proteína podrían ser capaces de activar la fagocitosis mediada por el sistema del
complemento. Es importante matizar que existen diferencias en los niveles de expresión de
diferentes subclases de IgGs entre humanos y ratones. De hecho, es difícil correlacionar de un
modo claro, la funcionalidad de determinados subtipos de IgG entre las diferentes especies ya
que no son directamente equivalentes (Mestas y Hughes, 2004). Sin embargo, a pesar de la 
dificultad que supone comparar los hallazgos derivados de modelos murinos en cuanto a 
respuesta de IgG, con los obtenidos en humanos, este tipo de estudios realizados en animales
pueden ser de gran utilidad a la hora de caracterizar nuevos antígenos proteicos para el
desarrollo de vacunas, ya que permiten incrementar nuestro conocimiento de los mecanismos
inmunológicos de protección frente a la ENI.
Una de las principales consecuencias debidas a la producción de anticuerpos específicos
generados por una determinada proteína, es la activación de la inmunidad mediada por el
sistema del complemento, así como la inducción posterior de la fagocitosis inducida por células
fagocitarias profesionales (Walport, 2001b). Uno de los principales objetivos planteados en esta 
Tesis Doctoral consistió en estudiar si los anticuerpos frente a LytB podrían ser funcionales en 
términos de estimulación de la respuesta inmune. Para ello, se analizó la activación del
complemento en la superficie de diferentes aislados clínicos de neumococo demostrando que
los anticuerpos generados frente a la proteína LytB fueron capaces de activar el
reconocimiento por C1q activando la vía clásica del complemento. Esta activación es crítica 
desde la perspectiva inmunológica frente a la infección neumocócica ya que esta vía es
esencial para la activación de la inmunidad del complemento tanto en ratones como en
humanos (Brown et al., 2002b; Yuste et al., 2008b). Además, los anticuerpos generados fueron 
capaces de inducir el depósito de la proteína C3b del sistema del complemento en ambos
aislados clínicos de neumococo, siendo más notable frente al serotipo 23F. Estos hallazgos
contribuyen de manera exitosa a un efecto protector de la proteína y sugieren que las
diferencias observadas en los niveles de reconocimiento por el sistema del complemento en los
distintos aislados bacterianos, podría deberse a la naturaleza y composición química del
polisacárido capsular bacteriano (Brown et al., 1983). 
Entre los principales mecanismos celulares de defensa del hospedador frente a neumococo
se encuentra la opsonofagocitosis del microorganismo (Standish y Weiser, 2009; van der Poll y
Opal, 2009) siendo los neutrófilos los que juegan un papel predominante en la respuesta 
inmune frente a las infecciones por este patógeno. De hecho, pacientes con neutropenia
presentan una marcada susceptibilidad a la infección neumocócica y un elevado riesgo de 
padecer infecciones recurrentes por esta bacteria lo que demuestra la importancia de los
neutrófilos en la infección por S. pneumoniae. (Johansson et al., 1992; Zuluaga et al., 2006). 
Con el fin de analizar el efecto de los anticuerpos anti-LytB en el proceso de opsonofagocitosis, 
se utilizó la línea celular HL- 60 diferenciada a neutrófilos. La opsonización con sueros
procedentes de animales inmunizados con LytB incrementó la fagocitosis mediada por el
sistema del complemento confirmando que los anticuerpos generados frente a la proteína LytB
son capaces de activar el proceso de fagocitosis frente a S. pneumoniae. Además, el hecho de
que se generara una respuesta de tipo IgG3 tras la inmunización con LytB puede ser relevante 
frente a la infección sistémica, ya que esta inmunoglobulina es altamente protectora evitando la 
ENI (Briles et al., 1981). 
Otra posible explicación para este mayor aumento de la fagocitosis en presencia de 
anticuerpos específicos frente a LytB podría deberse a cambios morfológicos inducidos en la
bacteria por estos anticuerpos. Esto es importante porque LytB es una proteína esencial para la
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separación de células hijas al final de la división celular, como se ha podido comprobar
utilizando mutantes en LytB que forman cadenas largas, en lugar de la morfología típica de
diplococos que es habitual en S. pneumoniae (De las Rivas et al., 2002; García et al., 1999b). 
La alteración de la morfología inducida por la presencia de anticuerpos frente a LytB
confirmaría estudios previos de otros autores en los que la formación de cadenas en
neumococo a través de la aglutinación mediada por anticuerpos, favorece el reconocimiento y
la fagocitosis mediada por el sistema del complemento (Dalia y Weiser, 2011). Los resultados
derivados de esta Tesis Doctoral confirman esta hipótesis, ya que los anticuerpos frente a LytB
indujeron un incremento en el tamaño bacteriano favoreciendo el encadenamiento de los
neumococos, lo que es compatible con una mayor susceptibilidad a la fagocitosis a través del
sistema del complemento y una menor virulencia de la bacteria (Dalia y Weiser, 2011; 
Rodriguez et al., 2012).
Una vez demostrada la inmunogenicidad de LytB como proteína candidata vacuna, se 
caracterizó su capacidad protectora en modelos de neumonía y sepsis neumocócica. Para ello 
se utilizaron dos aislados clínicos de los serotipos 3 y 23F. El motivo de estudiar la protección
mediada por los anticuerpos anti-LytB frente al serotipo 3, es porque sigue siendo responsable
de un porcentaje elevado de los casos de ENI tanto en población adulta como infantil a pesar 
de estar incluido en la vacuna (Fenoll et al., 2015). La inclusión del aislado de serotipo 23F en
el estudio fue debida a que es un serotipo asociado a multirresistencia antibiótica con una
elevada capacidad para diseminarse por todo el mundo, aunque actualmente, no sea de los
más frecuentes debido al efecto protector de las vacunas conjugadas (Kasahara et al., 2005; 
Liñares et al., 2010). Los resultados de la Tesis Doctoral confirmaron que la vacunación con
LytB protegió a los ratones frente a la sepsis y la neumonía neumocócica producida por estos
dos aislados clínicos de serotipos 3 y 23F. En ese sentido, la presencia de anticuerpos frente a
LytB controló la replicación bacteriana en la circulación sistémica, disminuyendo la severidad
del proceso infeccioso producida por estos serotipos. Estos resultados son de gran interés en
la protección frente a la ENI producida por el serotipo 3, ya que las tasas de ENI producidas por 
este serotipo siguen siendo un importante problema de salud pública no sólo en España (Fenoll
et al., 2015). sino también, en otros países (Littorin et al., 2016). De hecho, estudios recientes
realizados en Suecia, describen al serotipo 3 como responsable del 14% de los aislados
invasivos tras la introducción de la vacuna conjugada hace ya 4 años. Además, se ha
observado que la proporción de aislados de serotipo 3 responsables de ENI en Suecia ha 
aumentado en comparación a la época anterior a la introducción de la vacuna.
La posible falta de eficacia frente al serotipo 3 tras la administración de las vacunas
conjugadas se ha asociado a una respuesta inmune reducida posiblemente debido al
abundante CPS producido por estas cepas (Poolman et al., 2009). Además, otra posible
explicación para explicar el fracaso en la protección inducida por la PCV-13 frente a los
aislados del serotipo 3, se ha relacionado recientemente con la liberación de fragmentos de
CPS por estos aislados de modo que podrían interferir con la muerte mediada por anticuerpos
y la protección por anticuerpos anti-CPS (Choi et al., 2016). En relación a estos estudios, los
resultados obtenidos confirman que la inmunización con LytB incrementa la fagocitosis
mediada por el sistema del complemento, estimulando la eliminación bacteriana en el torrente 
circulatorio, favoreciendo de este modo, la protección frente a la neumonía y sepsis
neumocócica causada por la cepa de serotipo 3.
Los hallazgos derivados de este trabajo sugieren que LytB podría ser considerada una 
candidata prometedora para el desarrollo de una vacuna proteica frente a neumococo, tal vez,
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en un cóctel con otros antígenos como pueden ser combinaciones de proteínas neumocócicas
que puedan proporcionar efectos aditivos o sinérgicos lo que claramente sería muy beneficioso
(Feldman y Anderson, 2014; Kaur et al., 2014; Ogunniyi et al., 2007). Otra alternativa consistiría
en la utilización de LytB como una proteína transportadora para el CPS del tipo 3 en lugar de
conjugar este CPS al toxoide diftérico que es el que está presente en las vacunas conjugadas.
Esta opción podría ser una estrategia profiláctica para aumentar la inmunogenicidad frente a
este serotipo, ya que determinadas combinaciones de proteínas de neumococo conjugadas a 
algunos CPS están siendo evaluadas recientemente (Odutola et al., 2016). En general, nuestro
estudio confirma el posible beneficio que puede ofrecer la proteína LytB como antígeno vacunal 
frente a la neumonía neumocócica y la enfermedad invasiva.
El segundo gran objetivo de esta Tesis Doctoral consistió en caracterizar el efecto protector
de determinados enzibióticos para eliminar a los neumococos que colonizan el tracto
respiratorio superior e inferior. También, se estudió su posible aplicación terapéutica frente a la
ENI en combinación con antibióticos de amplio espectro como el caso de la CTX que es un 
antimicrobiano frecuentemente utilizado en las infecciones por neumococo. El descubrimiento y
desarrollo de los antibióticos a principios de la década de 1950, fue uno de los avances
científicos más importantes del siglo XX gracias a que han conseguido controlar muchas
enfermedades infecciosas y han permitido salvar millones de vidas en todo el mundo.
Sin embargo, en los últimos años y como consecuencia del uso abusivo de los antibióticos, 
se ha producido un aumento considerable de las cepas multirresistentes lo que ha generado
importantes problemas a nivel de salud pública (Putnam et al., 2000). Además, esta situación
se ha visto agravada por el cambio estratégico de las prioridades de las grandes compañías
farmacéuticas, que se ha traducido en una menor inversión en la búsqueda de nuevos
compuestos antimicrobianos (Talbot et al., 2006). Con este panorama tan poco tranquilizador,
la comunidad científica está tratando de encontrar tratamientos alternativos, sobre todo para los
patógenos más peligrosos debido a la difusión de las cepas frente a las que se dispone de
menor arsenal antibiótico. Como consecuencia de ello, es necesario buscar constantemente 
nuevas herramientas terapéuticas en la lucha continua contra los microorganismos causantes
de patologías de etiología infecciosa y esto probablemente nos lleva al concepto actual de
enzibióticos (Veiga-Crespo et al., 2007). Es en este contexto donde se enmarca el renacimiento
de la llamada “terapia fágica”, que engloba tanto el uso de bacteriófagos enteros (viriones)
como de alguno de sus productos. Los bacteriófagos son virus que infectan bacterias y, por
tanto, al igual que éstas, su distribución es general en el planeta, incluyendo los ambientes
terrestres, acuáticos o cualquier entorno extremófilo donde se ha demostrado la presencia de
bacterias. Se ha estimado que puede haber del orden de 1031 fagos en la biosfera, clasificados
en 13 familias y en unos 30 géneros, distribuidos en cerca de 108 especies distintas (Brüssow 
y Hendrix, 2002; Rohwer y Edwards, 2002). Los fagos se ingieren regularmente en los
alimentos y son colonizadores habituales del intestino humano (Kutter, 2005). Según su ciclo 
de vida, los fagos se dividen en líticos o virulentos —que producen la lisis de la bacteria a la
que infecta— y atemperados, que normalmente se integran en el genoma bacteriano sin inducir
la lisis (Weinbauer, 2004). Diversos estudios han demostrado que en el sistema de neumococo
las cepas lisógenas representan alrededor del 75% de las muestras analizadas y todos los
fagos atemperados analizados hasta la fecha, portaban alelos del tipo lytA (Morales, 2014; 
Ramirez et al., 1999; Romero et al., 2009).
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Las lisinas fágicas (endolisinas) son enzimas codificadas por los genomas de fagos, tanto
de bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, que se sintetizan en el citoplasma
bacteriano durante la fase tardía del ciclo lítico, con la finalidad de degradar la pared celular,
facilitando así, la liberación de la progenie. Normalmente, estas enzimas no contienen un
péptido señal que le facilite su transporte al espacio periplásmico, y así poder acceder al
sustrato, por lo que para solventar este inconveniente, los fagos al final de su ciclo lítico, 
producen proteínas hidrofóbicas de pequeño tamaño denominadas holinas, las cuales forman
poros en la membrana citoplásmica que permite a la endolisina pasar a través de ellos y
alcanzar el peptidoglicano (Wang et al., 2000). En principio, se podría pensar que las
endolisinas podrían añadirse exógenamente a un cultivo bacteriano para acceder a su sustrato
y ser capaces de romper los enlaces adecuados, provocando la lisis y la muerte de la bacteria 
susceptible. Esta idea, aparentemente simple, no se probó con éxito hasta principios de este
siglo (Loeffler et al., 2001; Nelson et al., 2001). Como ya se ha detallado en la Introducción de
esta Memoria, las endolisinas se encuentran actualmente englobadas dentro del término
“enzibiótico”, inicialmente acuñado para incluir exclusivamente enzimas codificadas por
bacteriófagos, que mostraban actividad antibacteriana. En la actualidad, se ha ampliado este 
concepto para incluir toda clase de enzimas que, independientemente de su origen, presenten
actividad antibacteriana y/o antifúngica e incluso antiviral (Veiga-Crespo et al., 2007). El
mecanismo de acción de los enzibióticos es distinto del de los antibióticos, ya que, mientras
que algunos de éstos interfieren en alguna etapa de la síntesis del peptidoglicano, aquellos
catalizan su destrucción (Borysowski et al., 2006). Esto implica que tienen gran efectividad 
frente a bacterias multirresistentes, como por ejemplo S. pneumoniae (Loeffler et al., 2001), B. 
anthracis (Schuch et al., 2002), S. aureus (Gilmer et al., 2013), L. monocytgenes (Gaeng et al., 
2000) o estreptococos del grupo B (Cheng et al., 2005). Además, parece difícil encontrar 
mutantes resistentes a estas endolisinas pues la baja probabilidad de que esto ocurra está
relacionada con que las dianas de los enzibióticos, mediada por sus CWBMs, son estructuras
de la pared celular y, más concretamente, del peptidoglicano que es un polímero altamente 
conservado entre todas las bacterias y, por tanto, difícil de que soporte un cambio estructural
que resulte inocuo para la fisiología bacteria (Loeffler et al., 2001; Schuch et al., 2002). Así, en 
el único caso en que se ha descrito el desarrollo de resistencia a un enzibiótico (lisostafina), la 
bacteria mostró una marcada reducción de su virulencia (Kusuma et al., 2007). Uno de los
grandes problemas que podría acarrear el empleo de enzibióticos es la posible respuesta
inmunitaria del hospedador frente a este tipo de compuestos. En este sentido se ha 
demostrado que ratones en los que se les administró diferentes dosis de enzimas, Cpl-1 o MV­
L del fago φMR11 de S. aureus, produjeron anticuerpos frente a las proteínas, pero, cuando 
unos días después, los ratones se infectaron con bacterias y se trataron de nuevo con los
mismos enzibióticos, éstos mostraron niveles de protección similares a los producidos en los
ratones que no habían sido inmunizados con estas enzimas (Jado et al., 2003; Loeffler et al., 
2003; Rashel et al., 2007). Por tanto, los anticuerpos específicos ejercieron poco o ningún 
efecto neutralizante frente a este tipo de enzimas y no se observaron efectos secundarios ni
signos de anafilaxis.
Como ya se ha explicado a lo largo de esta memoria, el uso de enzimas líticas purificadas
codificadas por bacteriófagos es una estrategia terapéutica alternativa para la prevención y
control de enfermedades causadas por bacterias Gram-positivas, incluyendo S. pneumoniae
(Fischetti, 2008; Grandgirard et al., 2008; Hermoso et al., 2007; Jado et al., 2003; Witzenrath et 
al., 2009). Aunque la mayoría de los estudios que demuestran el potencial terapéutico de
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enzimas líticas, se centran principalmente en el tratamiento de infecciones invasivas graves
como sepsis o meningitis (Díez-Martínez et al., 2013; Díez-Martínez et al., 2015; Grandgirard et
al., 2008; Jado et al., 2003; Loeffler et al., 2003), también se ha demostrado su eficacia contra 
determinadas infecciones asociadas a superficies bióticas o abióticas incluyendo bacterias
formando biopelículas asociadas o no a dispositivos médicos (Domenech et al., 2011; Loeffler
et al., 2001; McCullers et al., 2007).
Una posible diana para controlar la infección neumocócica mediante el uso de estrategias
terapéuticas, podría ser la nasofaringe ya que el proceso de colonización nasofaríngea por
neumococo es esencial para el proceso de patogénesis, siendo un requisito fundamental para 
el desarrollo de ENI (Bogaert et al., 2004; Kadioglu et al., 2008). Por ello, se ha propuesto el
uso de ciertos antibióticos para reducir o eliminar el estado de portador nasofaríngeo, aunque 
el uso de esta estrategia profiláctica a largo plazo, podría contribuir a la aparición de cepas de 
neumococos no susceptibles (Guillemot et al., 1998; Iwanaga et al., 2015). En teoría, la terapia
fágica presenta evidentes ventajas frente a la antibioterapia. Por un lado los antibióticos poseen 
en general, un espectro de actividad notablemente amplio, mientras que las enzimas líticas
tienen la ventaja de poseer un alto grado de especificidad (no comprometiendo de este modo, a 
la microbiota orofaringe comensal, que es beneficiosa) (García y López, 2002). Además, estas
enzimas líticas son igual de eficaces si se administran sobre bacterias sensibles o sobre
patógenos resistentes a múltiples antibióticos y otra ventaja que poseen es que presentan muy
baja toxicidad (existen pruebas de la inocuidad de las preparaciones fágicas purificadas), y
tienen una probabilidad muy baja de desarrollo de resistencias a las mismas (Fischetti, 2008; 
Hermoso et al., 2007; Loeffler et al., 2001). 
En esta Tesis Doctoral, hemos investigado la actividad antimicrobiana de tres enzibióticos; 
como son la enzima lítica Cpl-1 y las dos quimeras sintéticas Cpl-7S y Cpl-711, frente a tres
aislados clínicos multirresistentes de S. pneumoniae, utilizando modelos in vitro e in vivo de 
colonización del tracto respiratorio superior e inferior. Las actividades específicas de las
diferentes mureín-hidrolasas estudiadas en esta Tesis, tanto naturales como sintéticas, se
valoraron mediante ensayos in vitro de susceptibilidad antimicrobiana, así como con cultivos de
células epiteliales para ver su capacidad para eliminar a los neumococos adheridos al epitelio. 
Con este método, muy usado en nuestro laboratorio por su sensibilidad y rapidez, se llegó a la 
conclusión de que las actividades bactericidas de Cpl-7S en comparación a las obtenidas con
Cpl-1 y Cpl-711 eran muy diferentes cuando se utilizaron de forma exógena, pues Cpl-7S
quedaba muy por debajo de la capacidad letal que mostraba Cpl-1 y Cpl-711. Es importante
destacar que la CMI de Cpl-7S fue la más elevada de las tres enzimas líticas, y, por tanto, su
menor actividad antimicrobiana para eliminar a los neumococos del tracto respiratorio, podría
deberse a estas diferencias. Otra posible explicación a este hecho podría residir en la 
diferencia en el modo de acceso o en la propia afinidad por el peptidoglicano, ya que Cpl-7S en
comparación a las otras, presenta un CWBM diferente. Además, cuando estas enzimas se
añaden exógenamente sobre células intactas, la accesibilidad a la diana se podría ver 
modulada no sólo por el grado de reticulación del muropéptido, la presencia de CPS o los TAs
y LTAs, sino también por la carga negativa neta que generalmente confieren estos polímeros a
las envueltas de bacterias Gram-positivas. Por tanto, la estructura tridimensional del
peptidoglicano y la carga neta que soporta toda la pared celular podrían jugar un papel
determinante en el grado de reconocimiento de este tipo de enzimas por su sustrato y, en 
último término, por la bacteria susceptible (Neuhaus y Baddiley, 2003).
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Los resultados obtenidos demuestran que Cpl-1 y Cpl-711, esta segunda enzima con mayor
efectividad, son enzimas líticas capaces de reducir la colonización de la nasofaringe causada
por cepas sensibles y resistentes a los antibióticos. El hecho de que Cpl-711 mostrara la mayor 
actividad bactericida de todas ellas y, además, mantuviera el mismo comportamiento frente a
cepas con diferente tamaño capsular y con diferente grado de multirresistencia, hace que sea
un compuesto antimicrobiano muy prometedor. Lo que resultó más notable e inesperado fue 
que la capacidad bactericida de Cpl-711 era claramente mayor que la mostrada por la lisozima
natural Cpl-1, siendo ésta, una de las enzimas más potentes que se conocían frente a
neumococo (Díez-Martínez et al., 2015). Como la única diferencia que hay entre Cpl-711 y Cpl­
1 es el módulo catalítico, la primera pista para buscar una explicación estaría entre los 27
residuos diferentes que existen entre ambos módulos. Estas diferencias no afectan a los
residuos implicados en la catálisis, ya que éstos se encuentran secuencial y estructuralmente 
conservados. Las sustituciones no conservativas del módulo catalítico de Cpl-7 con respecto al
de Cpl-1 se sitúan, mayoritariamente, al comienzo de las hélices tercera y cuarta y no 
afectarían a la interacción con el sustrato, de acuerdo con el modelo propuesto para la 
estructura completa de Cpl-7 y el fragmento de muropéptido que contiene el disacárido
pentapéptido (Bustamante, 2009). Por otra parte, la carga neta total de Cpl-711 (−15.8β) es 
algo más negativa que la de Cpl-1 (−14.8β) por lo que este factor que tan importante se ha
demostrado en el caso de Cpl-7S y otras endolisinas actuaría, en todo caso, en contra de la 
actividad lítica de la quimera respecto a la enzima natural. Por tanto, no es posible en estos
momentos dar una explicación rigurosa del mayor efecto bactericida de Cpl-711 en
comparación con Cpl-1 y se necesitarán estudios adicionales para poder resolver esta 
incógnita. Probablemente, la resolución de las estructuras tridimensionales completas de todas
las enzimas implicadas en estas comparaciones, podría aportar interesantes pistas sobre las
diferencias de actividad catalítica y/o de unión a sustrato de esta colección de lisozimas.
Desde el punto de vista antimicrobiano en la erradicación del proceso de adhesión celular al
epitelio respiratorio, la administración local de estos enzibióticos, mostró actividad bactericida
frente a la bacteria que estaba adherida a las células de la nasofaringe, siendo muy eficaces
reduciendo el proceso de colonización, lo que podría ser de gran relevancia desde la
perspectiva profiláctica. En términos de infecciones respiratorias crónicas, los pacientes con
EPOC tienen un elevado riesgo de desarrollar exacerbaciones continuas y episodios
recurrentes de ENI (Almirall et al., 2008; Nuorti et al., 2000). La importancia de las infecciones
neumocócicas que afectan a pacientes con patologías médicas crónicas como el EPOC, reside
en la dificultad de eliminar aislados de neumococo persistentes que residen en su tracto 
respiratorio inferior (Pelton et al., 2014; Shea et al., 2014). En este sentido, sería razonable 
que, en un trabajo futuro y siguiendo un enfoque similar al de los inhaladores convencionales
para uso humano, la administración de compuestos como Cpl-1 o Cpl-711 por vía intranasal,
podría disminuir de manera efectiva, la unión de S. pneumoniae a las células epiteliales
humanas del pulmón. Este posible enfoque terapéutico, podría ser útil para el pronóstico de la 
infección en aquellos pacientes que sufren episodios de neumonía recurrente asociada a
EPOC u otras condiciones respiratorias crónicas en las que S. pneumoniae es uno de los
principales agentes etiológicos (Huang et al., 2014; Martin et al., 2015). 
En general, nuestro estudio aporta un posible beneficio de Cpl-1 y Cpl-711 como agentes
antimicrobianos frente a las infecciones neumocócicas que afectan las vías del tracto
respiratorio. Estos resultados corroboran observaciones anteriores, en los que se demuestra
que la terapia fágica puede ser una estrategia muy atractiva para combatir las infecciones
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pulmonares (Abedon, 2015). Como Cpl-1 y Cpl-711 fueron las enzimas líticas bactericidas más
eficaces frente a las infecciones neumocócicas asociadas a las superficies celulares, podrían
ser compuestos muy prometedores frente a la colonización de las vías respiratorias causada
por los aislados clínicos multirresistentes de S. pneumoniae. Esta alternativa antimicrobiana
también puede ser útil para reducir la propagación de aislados clínicos resistentes a múltiples
antibióticos y evitar la transmisión entre los niños que son los principales portadores de S.
pneumoniae (Bogaert et al., 2006). Además, el uso de estas enzimas puede ser de gran interés
terapéutico para eliminar las infecciones respiratorias por neumococo, tanto las persistentes
como las recurrentes que afectan a los pacientes con enfermedades crónicas subyacentes.
La posibilidad de utilizar los bacteriófagos de forma terapéutica, conocido genéricamente 
como “terapia fágica”, ha recibido un renovado interés en los últimos años debido 
principalmente a las dificultades en el tratamiento de bacterias multirresistentes (Lu y Koeris, 
2011). Estos resultados son de gran interés porque la eliminación del estado de portador podría 
ser beneficiosa para ciertos grupos de riesgo que sufren episodios recurrentes de ENI 
(Esposito et al., 2016; Hirst y Owusu-Ofori, 2014; Iwanaga et al., 2015; Mwenya et al., 2010; 
Principi et al., 2016; Turley et al., 2015). La terapia fágica supone tanto el uso de fagos
naturales intactos (viriones) como productos derivados de los mismos. Dentro de los posibles
fagos a emplear existen dos tipos, los fagos líticos y los atemperados, siendo sólo los primeros
buenos candidatos para su uso como agentes terapéuticos. Hay mucha literatura científica 
sobre el empleo de los viriones como herramienta de control sobre bacterias patógenas
causantes de infecciones en las más variadas localizaciones (Lu y Koeris, 2011). Entre otros
ejemplos, además de la práctica clínica, se puede citar el uso de los fagos en la industria
alimentaria, donde se busca evitar la contaminación de los alimentos (Mahony et al., 2011). El
auge de las investigaciones centradas en este tipo de terapia ha hecho que, en la actualidad,
sean varias las empresas que específicamente tengan como objetivo la comercialización de 
diferentes productos derivados de fagos y focalizados en la lucha frente a distintos patógenos
en diversos campos como la alimentación, salud, industria ganadera y piscícola, etc. En este 
sentido, se ha creado recientemente una página web que resume los enzibióticos que han 
demostrado ser eficaces en experimentos in vitro e in vivo, y que, además, recopila los enlaces
a las diferentes empresas relacionadas con la terapia fágica 
(http://www.phibiotics.org/index.php). En esta página se detalla que dichas empresas están
localizadas en Australia, Canadá, EE.UU., India, Israel y varios países de Europa (Francia, 
Holanda, Portugal y Reino Unido). De las informaciones recogidas en las respectivas páginas
web, se puede deducir que el interés de la mayoría de dichas empresas se focaliza en los
fagos y no tanto en sus productos. Además, actualmente parece que sólo tres empresas:
Novolytics Limited (Reino Unido), Phico Therapeutics (Reino Unido) y Biophage Pharma Inc. 
(Canadá) se encuentran próximas a la realización de los primeros ensayos clínicos.
En resumen, el conocimiento adquirido sobre las características físico-químicas de las
enzimas Cpl-1, Cpl-7 y sus variantes mejoradas Cpl-7S y Cpl-711, apuntan hacia un método
general que podría seguirse para conseguir la máxima actividad de los enzibióticos frente a los
patógenos susceptibles. Dado que este tipo de enzimas son modulares, cabe la posibilidad de
fusionar adecuadamente sus elementos estructurales y conseguir una nueva quimera que
mejore las propiedades antibacterianas de las proteínas parentales, como en el caso de Cpl­
711. La gran abundancia de posibles enzibióticos ligada al enorme número de fagos en la 
naturaleza, junto con la combinación de propiedades ventajosas de estas proteínas, como son
la especificidad de sustrato, modularidad y robustez enzimática, hacen previsible que, en un
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futuro próximo, se pueda pensar en diseñar enzimas a la carta frente a diferentes patógenos,
especialmente los que se muestren muy refractarios contra el arsenal de antibióticos existentes
en el mercado. Este escenario futuro pasaría por conseguir el conocimiento detallado de las
estructuras cristalinas de las mureín-hidrolasas naturales o sintéticas y las interacciones clave
entre módulos, así como entre la enzima y el correspondiente sustrato. De esta forma, no es
atrevido pensar que, en pocos años, se podrían combinar los módulos adecuados para crear
nuevas y mejores enzimas que sean eficaces únicamente frente al patógeno, o grupo de
patógenos, implicados en una infección localizada sin afectar la viabilidad de la microbiota
circundante.
El tercer gran objetivo de esta Tesis Doctoral, consistió en caracterizar el posible efecto 
sinérgico combinando enzibióticos y antibióticos frente a la ENI. Esto sería de gran interés, ya
que, en la actualidad, S. pneumoniae sigue siendo uno de los patógenos humanos más
importantes, según se desprende de las tasas de morbilidad y mortalidad como consecuencia 
de la ENI, lo que supone un alto impacto social y económico. Desde principios de la década de
1950, el descubrimiento y uso consiguiente de varios antibióticos, como es el caso de la
penicilina, representaron hitos importantes en la lucha contra las infecciones microbianas. Sin 
embargo, en los últimos años y como consecuencia del uso abusivo de los antibióticos, se ha
producido un aumento considerable de las cepas resistentes a un alto número de dichos
compuestos, provocando así importantes problemas para la salud pública (Putman et al., 
2000).
A partir de estas consideraciones, la comunidad científica está tratando de encontrar
tratamientos alternativos frente a patógenos de gran interés clínico y que presentan altas tasas
de resistencias. En este contexto, una de las posibles y más prometedoras aproximaciones
terapéuticas se basa en la llamada terapia fágica. Dentro de esta terapia se considera el
empleo tanto de bacteriófagos enteros (viriones) como de alguno de sus productos. Un tipo de
estas proteínas fágicas son las denominadas endolisinas, enzimas codificadas por los
genomas de fagos que se sintetizan durante la fase tardía del ciclo lítico con la finalidad de
degradar la pared celular y permitir la liberación de la progenie. El empleo de estos compuestos
presenta una serie de ventajas frente a los antibióticos tradicionales, como son su alta eficacia,
especificidad, que evita la interferencia con la microbiota comensal, un costo inferior al empleo
de antibióticos y ausencia de efectos secundarios graves. Además, hasta la fecha, no se ha
encontrado ningún tipo de resistencia frente a las endolisinas, ya que su sitio de acción es el
peptidoglicano, que es un polímero altamente conservado entre todas las bacterias (Pastagia et
al., 2013).
No obstante, el empleo de endolisinas como agentes terapéuticos presenta algunas
limitaciones, como su corto tiempo de vida, la dificultad de obtener y conservar preparaciones
de gran pureza, la generación de posibles anticuerpos neutralizantes e, incluso, el uso de
regulaciones específicas para productos basados en fagos, ya que su farmacodinámica es
completamente distinta a la de cualquier otro fármaco (Pastagia et al., 2013)
Por todo ello y ante la dificultad de encontrar nuevos fármacos eficaces frente a las
bacterias multirresistentes, se ha propuesto la idea de combinar diferentes antibióticos entre sí
o junto con un componente lítico como las endolisinas, con el objetivo final de aumentar la 
efectividad global de los antibióticos y reducir drásticamente los procesos infecciosos. La 
combinación de endolisinas con diferentes antibióticos, ha permitido obtener resultados
sinérgicos en cuanto al aumento del poder bactericida de los enzibióticos por sí solos, como ya 
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se ha demostrado con la combinación de Cpl-1 y gentamicina o penicilina (Djurkovic et al., 
2005), daptomicina (Vouillamoz et al., 2013) o la proteína quimérica ClyS junto a oxacilina
(Daniel et al., 2010). Además, la ventaja de combinar enzimas líticas con antibióticos con el fin
de potenciar el efecto antimicrobiano de ambos de forma sinérgica, podría conseguir tasas
eficaces de protección, utilizando concentraciones subhinibitorias de los antibióticos frente a 
patógenos inicialmente resistentes, ayudando de este modo, a evitar la aparición de
resistencias antibióticas por el uso de dosis elevadas de antibióticos o bien por el uso
continuado de los mismos. En este sentido, el objetivo del trabajo ha sido el estudio de la 
existencia de sinergia mediante la combinación de antibióticos ampliamente utilizados en
clínica como es la CTX junto con la enzima lítica Cpl-711. Esta enzima de origen quimérico,
construida a partir de la fusión de los diferentes elementos estructurales de las enzimas fágicas
parentales Cpl-1 y Cpl-7 actúa hidrolizando rápidamente los enlaces peptidoglicano de la pared
bacteriana, lo que provoca la lisis y la muerte de S. pneumoniae (Díez-Martínez et al., 2015). 
Además, hasta la fecha, se trata de la enzima más potente descrita frente a este patógeno, 
como queda de manifiesto una vez más en los experimentos de determinación de la MIC 
realizados en este trabajo. Los resultados obtenidos revelan que Cpl-711 presenta unos
valores de CMI más bajos para las cepas de S. pneumoniae empleadas, encontrándose en el
mismo rango de los valores obtenidos previamente en la cepa ATCC 49619 (Díez-Martínez et
al., 2015). En general, estos valores son menores que los descritos para Cpl-1 (Djurkovic et al., 
2005), considerada como la enzima más letal frente a neumococo antes de la construcción de
Cpl-711.
Como ya se ha comentado anteriormente, un aspecto importante en el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas frente a la ENI podría ser el uso combinado de enzibióticos y
antibióticos de uso común frente a infecciones relevantes que afectan a humanos. Gracias a
esta Tesis Doctoral, se ha demostrado que la administración de concentraciones sub­
protectoras de Cpl-711 y cefotaxima es sinérgica desde el punto de vista terapéutico, 
permitiendo obtener niveles significativos de protección frente a la sepsis neumocócica
causada por un aislado de neumococo con elevada resistencia a los antibióticos ȕ-lactámicos.
Estos resultados suponen un gran avance en la lucha frente a la ENI producida por aislados
clínicos multirresistentes. 
El objetivo de cualquier tratamiento antibiótico es la disminución rápida de la carga 
bacteriana. Recientemente, la carga bacteriana se ha asociado con la severidad de la infección
en pacientes con neumonía neumocócica (Rello et al., 2009). Estudios previos con modelos
animales habían mostrado el efecto que tienen anticuerpos específicos o antibióticos ȕ­
lactámicos (AMX y CTX) en el perfil bacteriémico y su relación con mortalidad (Yuste et al., 
2002a; Yuste et al., 2002b). En nuestro estudio el perfil bacteriémico también se asoció con
letalidad, investigando la predicción de mortalidad mediante la relación de los recuentos
bacterianos en sangre en las primeras horas después de la primera dosis administrada. En las
primeras 24h, cuando todos los animales estaban aún vivos, el grupo de animales muertos el
día 7 mostraba una alta carga bacteriana, mientras que en el grupo de animales que 
sobrevivían el día 7 los recuentos bacterianos fueron mucho más bajos. Estos hallazgos
subrayan la importancia que, para la eficacia terapéutica, tiene, una rápida actividad
antibacteriana, responsable de una reducción temprana de la carga bacteriana.
La obtención de sinergia con cefotaxima, que es un antibiótico perteneciente a la familia de
los ȕ-lactámicos, podría estar relacionada con su mecanismo de acción. Este antibiótico actúa
inhibiendo las enzimas denominadas “proteínas de unión a penicilina”, esenciales para la 
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síntesis de peptidoglicano. Este polímero está muy conservado entre las bacterias, a las que 
protege de la presión osmótica y les da forma, por lo que la inhibición de su síntesis imposibilita
la elongación y división bacteriana (Hakenbeck et al., 2012). En neumococo, se ha demostrado 
sinergia entre la enzima Cpl-1 y penicilina, planteando la posibilidad de que la administración
de la endolisina pudiera aumentar la accesibilidad del antibiótico a su sitio de unión en la pared
celular, aunque todavía se desconoce el mecanismo detallado de dicho efecto sinérgico
(Djurkovic et al., 2005).
Los antibióticos ȕ-lactámicos ejercen su actividad bactericida por una acción directa sobre el
microorganismo. Sin embargo, la ENI está asociada con altos niveles de mortalidad y
morbilidad a pesar de una terapia antibiótica adecuada (Austrian y Gold, 1964). Esta falta de
eficacia antibiótica es muy común, siendo especialmente evidente en pacientes
inmunodeprimidos, sugiriendo que la recuperación de estos pacientes depende de la acción
conjunta de los antibióticos y los mecanismos de defensa del hospedador. La alteración de las
estructuras superficiales bacterianas causadas por determinados antibióticos y/o enzibióticos, 
podría dar lugar a una mayor exposición de epítopos antigénicos profundos que normalmente
están poco accesibles o, incluso, escondidos. Esta mayor exposición podría promover la 
opsonización por parte de diferentes componentes de defensa del hospedador, como las
proteínas de fase aguda, mejorando así el reconocimiento de los patógenos por parte de los
fagocitos (Ramos-Sevillano et al., 2012a; Ramos-Sevillano et al., 2012b). En este sentido, el
uso de cefalosporinas se ha asociado con un incremento en la actividad bactericida del suero
frente a patógenos como E. coli y P. aeruginosa (Darveau y Cunningham, 1990; Jung et al., 
1998), mientras que el tratamiento con ERY parece producir pequeños puntos de ruptura en la
pared celular, causando una rotura de la envuelta en Legionella pneumophila (Elliott y Rodgers, 
1985; Rodgers et al., 1990). Además, se ha demostrado que el macrólido azitromicina, en
concentraciones inferiores a la CMI, desestabiliza la membrana externa incrementando la
permeabilidad y produciendo la muerte de P. aeruginosa (Imamura et al., 2005). De un modo
alternativo, los antibióticos podrían reducir la expresión de los factores de virulencia 
involucrados en la inhibición de la activación del complemento. De hecho, un reciente estudio
ha confirmado que ciertos antibióticos, en concentraciones subinhibitorias, modifican la
expresión de genes de virulencia de S. aureus (Subrt et al., 2011). Todas estas alteraciones en 
la estructura bacteriana inducidas por la exposición bacteriana a determinados antibióticos,
podría verse incrementada de forma sinérgica en presencia de concentraciones subinhibitorias
de los enzibióticos. De hecho, el daño producido en la superficie del patógeno por los fármacos
antimicrobianos tanto Cpl-711 como CTX, podría permitir que ciertos componentes de la 
envuelta celular bacteriana se encuentren más accesibles para ser reconocidos por el sistema 
inmune de modo que las células fagocitarias del hospedador pudieran reconocer y eliminar al
microorganismo de la circulación sistémica de un modo mucho más eficaz como podría haber
ocurrido en el modelo animal de sepsis desarrollado en esta Tesis Doctoral para el estudio del
sinergismo entre Cpl-711 y CTX.
Los experimentos realizados con estos enzibióticos sólo han conseguido, hasta ahora,
resultados óptimos en bacterias Gram-positivas debido probablemente, a que las Gram­
negativas poseen una membrana externa, que dificulta el acceso de estas enzimas a su diana
(Kropinski, 2006; Skurnik y Strauch, 2006). No obstante, se ha descrito recientemente un
ejemplo en el que se ha combinado la lisina con un transportador de membrana externa para 
solventar el inconveniente del acceso al peptidoglicano (Lukacik et al., 2012). Teniendo en
cuenta todas estas características, es previsible que el estudio de los enzibióticos cobre mayor
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interés cada día, ya que estos compuestos ofrecen grandes posibilidades en la lucha contra las
infecciones bacterianas, especialmente las provocadas por cepas multirresistentes.
Por todo lo expuesto anteriormente, el estudio de la sinergia entre antibióticos y endolisinas
fágicas desempeña un papel muy importante en la búsqueda de futuras estrategias
terapéuticas frente a S. pneumoniae, debido a que la administración de concentraciones
subhinibitorias de ambos compuestos podría evitar la aparición de nuevas resistencias, 
reduciría las limitaciones que presentan cuando son administrados de forma independiente y
supondría un gran avance en la lucha contra la creciente aparición de resistencias a 
antibióticos.
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1. La proteína LytB de neumococo, es inmunogénica y puede utilizarse como antígeno vacunal
al estimular la producción de diferentes tipos de inmunoglobulinas como IgG1, IgG2a, IgG2b, 
IgG3 e IgA.
2. Los anticuerpos frente a la proteína LytB estimulan el reconocimiento de diferentes aislados
clínicos de neumococo por el componente C1q del complemento activando de este modo la vía
clásica del complemento. Además, los anticuerpos generados incrementaron la opsonización
por el componente clave C3b favoreciendo el proceso de opsonofagocitosis. 
3. La estructura de neumococo sufrió cambios morfológicos en presencia de anticuerpos frente 
a LytB basados en un incremento de la longitud bacteriana mediante la formación de cadenas. 
Este fenotipo inducido por los anticuerpos, es compatible con un mayor reconocimiento con la 
inmunidad mediada por el sistema del complemento.
4. La vacunación con LytB incrementó la supervivencia frente a la neumonía neumocócica
producida por diferentes serotipos de neumococo. Esta mayor protección inducida por los
anticuerpos frente a LytB, estuvo asociada a una mayor capacidad para controlar la replicación
bacteriana desde el pulmón a la circulación sistémica.
5. La inmunización con la proteína LytB protegió frente a la sepsis neumocócica al disminuir
los niveles de bacteria en sangre, confirmando que los anticuerpos frente a LytB son capaces
de frenar la diseminación bacteriana en el torrente circulatorio.
6. La administración de la enzima lítica Cpl-7S no mostró efecto bactericida cuando se añadió
de forma exógena sobre cultivos celulares colonizados por diferentes aislados clínicos de S.
pneumoniae.
7. La exposición de concentraciones crecientes de Cpl-1 y Cpl-711 a cultivos de células
epiteliales humanas de nasofaringe y pulmón, redujo la colonización neumocócica frente a 
diferentes serotipos de neumococo. Este efecto fue más marcado en el caso del compuesto 
Cpl-711.
8. El tratamiento con las endolisinas Cpl-1 y Cpl-711 fue capaz de reducir la colonización de la 
nasofaringe de forma significativa en un modelo murino de infección. Tan sólo el compuesto 
Cpl-711 logró erradicar el estado de portador en algunos animales.
9. La combinación de Cpl-711 y cefotaxima en concentraciones subinhibitorias, incrementó la 
supervivencia y disminuyó los niveles de bacteria en sangre cuando se administraron de forma
conjunta frente a la sepsis neumocócica en comparación al tratamiento con cada compuesto de
forma individual. 
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